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脊髄性筋萎縮症 (spinal muscular atrophy: SMA) は、α-運動神経の変性及び進
行性の筋萎縮を呈する神経変性疾患である (1)。本疾患は、SMN (survival motor 
neuron) 1遺伝子の欠損及び変異による SMN 転写産物の発現量低下で発症する 
(2-6)。比較的早期に病態が形成され、生後 2年以内に死亡する例も認められる
深刻な疾患である。SMN遺伝子には SMN1遺伝子及び SMN2遺伝子が存在する。
正常機能を持つ完全長 SMN蛋白質は、SMN1 遺伝子から 100％翻訳される。一
方、SMN2遺伝子は SMN1遺伝子とは 5個のヌクレオチドが異なり、完全長 SMN
蛋白質は 10％しか翻訳されない (7)。そのため SMA患者では完全長 SMN蛋白
質が 10％しか産生されない (Fig. 1)。SMN 蛋白質は核内低分子 RNA-蛋白質複




いる (8, 9)。I型は Werdnig-Hoffmann 病と呼ばれる最重症型 (急性乳児型) であ
り、生後 6ケ月までに発症し生涯座ることができない。加えて、気管切開によ
る人工呼吸器装着が必須である。また、I型 SMAの中には子宮内で発症する例
Fig. 1  The etiology of spinal muscular atrophy 
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が存在し、0型と定義される (10, 11)。II型は中間型 (慢性乳児型) で Dubowitz
病、III型は軽症型 (慢性型) で Kugelberg-Welander病、IV型は成人型と分類さ






筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis: ALS) を疑う。SMN1 遺伝子は
第 5染色体長腕 5q13 に存在し、SMN2 遺伝子は、SMN1 遺伝子と向反性に重複
した位置に存在する (Fig. 2)。SMN2 遺伝子には複数のコピーがあり、SMAの
臨床的重症度と相関している。SMN2 遺伝子のコピー数が多いほど SMN蛋白
質の発現量が増加し、重症度が軽減される。たとえば、SMN2 遺伝子が 1ある
いは 2コピーで I型、2あるいは 3のコピーで II型、3-6のコピーで III型及び




IV 型の病型を示す (12, 13)。このように様々な病型を有する SMA に関して、
明確な診断基準と分類を確立する必要があり、1992年に国際 SMA 協会による
診断基準が作成された。その後、SMAの研究が進み、原因遺伝子 (SMN1 遺伝




査、針筋電図、骨格筋画像検査などを行い、multiplex ligation-dependent probe 
amplification (MLPA) 法による SMN1 遺伝子解析に基づく確定診断を行う (5, 




































(fibroblast cells: FbC) やモデルマウスを用いた治療薬開発では、細胞種及び動物
種の違いが臨床応用に結びつかない理由の一つと考えられる。近年、これらの
問題を解決する実験ツールとしてヒト人工多能性幹細胞 (induced pluripotent 
stem cell: iPSC) を用いる研究が積極的に行われるようになってきた。iPSC から
SMAの病変部位細胞である運動神経細胞の作製が可能となり、種差の問題を
解決している。これまでの iPSC を用いた研究により、SMN遺伝子の発現を増
加させるバルプロ酸 (varproic acid: VPA) や細胞死を抑制する caspase-3阻害薬
及び N-acetylcysteine が SMA治療候補化合物として報告されている (15-17)。 



















受容体を発現し、ニューロンの活動に応答して、自らも adenosine triphosphate 
(ATP) などの伝達物質 (gliotransmitterと呼ばれる) を遊離することによって神
経活動を修飾する (28)。オリゴデンドロサイトは髄鞘形成による活動電位の伝





させても顕著な有効性は認められない (33, 34)。この報告は、SMA の病態形成
にアストロサイトが重要な役割を果たすことを示唆している。 
そこで、グリア病変が SMA病態の中心的役割を担っていると仮説を立てた。
まず、第 1章で SMA 患者 iPS 細胞から病変部位である脊髄を構成する細胞を




ン放出ホルモン (tyrotropin-releasing hormone: TRH) 製剤の薬効評価を行い、
SMN蛋白質及び SMN mRNAの発現に対する作用を検討した。第 2章では、第
1章で認められたアストロサイトの増加に着目し、そのメカニズムの詳細を検












第 1章 iPS 細胞を用いた in vitro SMAモデルの確立 
第 1節 緒言 
現在の SMA に対する治療戦略は、SMN2 遺伝子の活性化 (35, 36)、SMN1 遺
伝子の導入 (37, 38) 、ミトコンドリア保護 (39) 及び Rho-kinase 阻害 (40, 41) 
を標的にしている (Table. 1)。これらの報告のうち、ミトコンドリア保護作用
をもつ olesoxime (RG7916) の治療可能性が期待されたが、臨床試験において
















iPS 細胞 (SMA-iPSC) から分化させた運動神経細胞を含む脊髄構成細胞 














本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。霊長類 ES (embryonic 
stem) 細胞用培地は ReproCELL (Kanagawa, Japan)、knockout serum replacement 
(KSR)、2-メルカプトエタノール、非必須アミノ酸 (non-essential amino acid: 
NEAA)、Dulbeco’s modified Eagles’s medium (DMEM) F12+GlutaMAX、phosphate 
buffered saline (PBS)、N2 supplement、ペニシリン/ストレプトマイシン 
(penicillin/streptomycin; PS)、Alexa Flour® 594 rabbit-IgG、Alexa Fluor® 594 donkey 
anti-goat IgG、Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 488 donkey 
anti-rabbit IgG、Alexa Fluor® 594 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 488 Donkey 
Anti-goat IgG、オリゴ (dT) 12-18プライマー、dNTP mix、Hoechst33342 は Life 
Technologies (Carlsbad, CA, USA)、pluronic F-127、dorsomorphin、dimethyl sulfoxide 
(DMSO)、β-メルカプトエタノール、retinoic acid (RA)、ascorbic acid (AA)、50 mM 
tris hydrochloride、150 mM sodium chloride、0.5% sodium deoxycholate、0.1% 
sodium dodecyl sulfate (SDS)、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor 
cocktail II、phosphatase inhibitor cocktail III、Igepal CA-630、mouse anti-β-actin は
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Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Y-27632、塩基性線維芽細胞増殖因子 (bFGF: 
basic fibroblast growth factor)、環状アデノシン一リン酸 (cAMP: cyclic-adenosine 
monophosphate)、クロロホルムはWako (Osaka, Japan)、SB431542 (SB) は Cayman 
(San Diego, CA, USA)、グリア細胞株由来神経栄養因子 (GDNF: glial cell line 
derived neurotrophic factor)、脳由来神経栄養因子 (BDNF: brain-derived 
neurotrophic factor)、goat anti-homeobox transcription factor nanog (NANOG)、rabbit 
anti-choline acetyl transferase (CHAT)、goat anti-sry box (SOX) 17、mouse 
anti-stage-specific embryonic antigen4 (SSEA4)、mouse anti-SSEA1、goat 
anti-BRACHURY、goat anti-OCT3/4 は R&D Systems Inc (northeast Minneapolis, 
MN, USA)、accutase は innovative cell technologies (San Diego, CA, USA)、matrigel 
basement membrane matrix growth factor、mouse anti-SMNは Becton, Dickinson and 
Company (Franklin Lakes, NJ, USA)、パラホルムアルデヒド (PFA: 
paraformaldehyde)、Blocking One-P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、rabbit 
anti-β-Tubulin III (TUJ1)、mouse anti-SMI32 は Biolegend (Dedham, MA, USA)、
normal donkey serum、rabbit anti-SOX2、mouse anti-tumor-related anyigen (TRA) 
1-60、mouse anti-TRA1-81、mouse anti-NESTINは merck millipore (Billerica, MA, 
USA)、ReverTra Ace、Can get signal solution 1、Can get signal solution 2 は Toyobo 
(Osaka, Japan)、mouse anti-Glial fibrillary acidic protein (GFAP)、rabbit anti-cleaved 
caspase-3、rabbit anti-phospho-glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β)、rabbit 
anti-total-GSK-3β は Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)、
purmorphamine (PMN) はMiltenyi Biotec (Bergisch, Gladbach, Germany)、
10×buffer、Ex-Taq は Takarabaio (Shiga, Japan)、Thyrotropin-releasing hormone 
(TRH) (taltireline) は mitubishi tanabe pharma corporation (Osaka, Japan)、 mouse 
anti-human SMN は Abnova (Taipei City, Taiwan)、rabbit anti- TRH receptor 
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(TRHR)1は Alomone labs (Jerusalem, Israel)、mouse anti-HB9は Developmental 
studies hybridoma bank (Iowa city, IA, USA)よりそれぞれ購入した。 
 
2-3 実験方法 
2-3-1 TRHアナログの SMA 患者に対する歩行機能評価 
本患者に対して、TRHアナログ (Protireline) を治療用量 (0.1 mg / kg /日) で
20日間静注した。その後、モーションキャプチャーによる 3次元動作解析シス
テム (Vicon motion capture systems Ltd., Oxford, UK) によって評価した。患者の
膝関節の近くにマーカーを装着し、治療直前及び治療直後のマーカーの位置及
び角度から四肢の動きを記録した。これらの記録から 3つの歩行機能に関する
評価項目 (単位時間当たりの歩数、歩行速度、歩幅) を計測した。 
 
2-3-2 iPS 細胞の作製 
2-3-1で、TRHアナログの歩行機能改善作用を示した SMA患者から皮膚線維
芽細胞を採取した。5 × 106個の皮膚線維芽細胞をトリプシンではがし、上記の
エレクトロポレーション用の液で細胞を懸濁した後、キュベット (Lonza, Basel, 
Switzerland) に移した。エレクトロポレーション用の液は Human CD34 Cell 
Nucleofector Solution、Supplement (Lonza) 及び Plasmid 混合液 
(pCXLE-hOCT3/4-ship-F、pCXLE-hSK、pCXLE-hUL、pCXLE-EBNA1; Addgene, 
Watertown, MA, USA) を含む。Nucleofector II Device (Lonza) にキュベットを差
し込み、エレクトロポレーションを開始した。エレクトロポレーション終了後、
500 U/mLの PS (Life technologies) 含有霊長類 ES 細胞培地 (ReproCELL) に細
胞懸濁液を素早く移した。iPS 細胞のコロニー形成にはマウス胚線維芽細胞 




ション済みの iPS 細胞を 1.5 mL/well で 6 well プレートに播種し、共培養を開始
した。培養開始から 2、4、6日目に霊長類 ES 細胞用培地で培地交換した。8
日目以降は 2日おきに培地交換した。 
 
2-3-3 iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導 
iPS 細胞のコロニーを、4 ng/mLの bFGF (Wako) 及び 500 U/mLの PS (Life 
technologies) 含有霊長類 ES 細胞培地を用いて維持した。iPS 細胞コロニーは
37ºC、5%CO2条件下で培養した。7日ごとに継代した。本研究では運動神経の
発生を模倣した既報のプロトコールを用いた (15, 16, 45, 46)。第一段階では、
無血清浮遊凝集培養法 (serum-free floating culture of embryoid body-like 
aggregates with quick reaggregation method: SFEBq 法) (45, 46) を採用した。はじ
めに 2 μM dorsomorphin (Sigma Aldrich)、10 μM SB及び 10 μM RhoK 
(Rho-associated coiled-coil forming kinase) 阻害薬の Y-27632 (Wako) で処理し
5,000 cell の iPS 細胞を、5% KSR (Life technologies) 及び 500U/mL PS を含有す
るダルベッコ改変イーグル培地 (DMEM)/F12 (Life technologies) で iPS 細胞播
種後2日間培養した。5,000 cells/wellで播種した。2-3日ごとに2 μM dorsomorphin
及び 10 μM SBを含む培地に培地交換した。SFEBq法で神経誘導開始後 7日後、
凝集した胚葉体をマトリゲルコーティングした 96 well プレート (Becton 
Dickinson and Company) に移し、2 μM dorsomorphin 及び 10 μM SBでさらに 7
日間処理した。その後 7日間、神経幹細胞を DMEM/F12、1% N2 supplement (Life 
technologies) 及び 500 U/mL PS を含む培地に 0.1 μM RA を添加して培養した。
形成された神経前駆細胞は、さらに 7日間、1 μM PMN及び 0.1 μM RA を有す
る培地で培養した。作製した運動神経細胞は、10 ng/mL BDNF、10 ng/mL GDNF、







SMA-iPSC を組織培養フラスコ (AGC TECHNO GLASS co, Ltd, Shizuoka, 
Japan) で SMA-iPSCを 6日間霊長類 ES 細胞用培地で培養した。培養フラスコ
内で iPSC が 300 cell/コロニーで 20コロニー以上存在することを目視で確認し
た。以下、2-3-4-2 ~ 2-3-4-5は Gバンド分析を日本遺伝子研究所 (Sendai, Japan) 
に委託して行った。日本遺伝子研究所におけるプロトコールを記載した。 
 
2-3-4-2 ハーベスト (浮遊標本作製) 
コルセミド (分裂阻害薬) を添加し一定時間作用させた。トリプシンで細胞
を剥離・分散させ 15 mLチューブへ回収し、遠心した。上清を除去し、低張液























PBS で細胞を洗浄した後、4 ºC で 20分間、4% PFA (Nacalai Tesque) で固定
し、PBS で再度洗浄した。つぎに、細胞を 4 ºC、30分間、5% donkey serum 及
び 0.1% TritonX-100 (Nacalai Tesque) を用いて、ブロッキングを行った。続いて、
4 ºC で一晩、一次抗体とインキュベートし、適切な二次抗体で標識し、室温で
1時間反応させた。1次抗体は goat anti-OCT3/4、goat anti-NANOG, goat 
anti-BRACHURY、rabbit anti-CHAT、mouse anti-NESTIN、rabbit anti-SOX2、goat 
anti-SOX17、mouse anti-SSEA4、mouse anti-SSEA1、mouse anti-SMN、mouse 
anti-TRA1-60、mouse anti-TRA1-81、rabbit anti-cleaved caspase-3、rabbit anti-TRH 
receptor (TRHR)1、rabbit anti-TUJ1、mouse anti-SMI-32、mouse anti-GFAP、mouse 
anti-HB9を用いた。二次抗体にはそれぞれAlexa Fluor®546 goat anti-mouse IgG、
Alexa Fluor®488 goat anti-rabbit IgGを用いた。核染色は Hoechst 33342 (Life 
technologies) を用いて行った。二次抗体以降の作業は遮光条件下で行った。最
後に PBST (PBS/0.1%TritonX) で 3回洗浄した後、HS オールインワン蛍光顕微
鏡 (Keyence, Osaka, Japan) を使用して撮影した。アルカリホスファターゼ 
(alkaline phosphatase: ALP) 染色は、Alkaline phosphatase detection kit (Chemicon, 
15 
 
Temecula, CA, USA) を用いて行った。 
 
2-3-6 薬物評価 
皮膚線維芽細胞 (fibroblast cell: FbC) を用いた解析に関しては TRHアナロ
グを 24時間暴露させた。その後 PBS で 1 回 wash し、前述の 2-3-5 (蛍光免疫染
色) に従い評価を行った。一次抗体は mouse anti-human SMN (Abnova, Taipei 
City, Taiwan)、二次抗体は Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG を使用した。
SMA-iPSC SpC を用いた解析に関しては、分化誘導開始 42-56日後まで TRHア
ナログまたはVPAを基本培地 (10 ng/mL BDNF、10 ng/mL GDNF、1 μM cAMP、
200 ng/mL AA及び 1% N2 supplement 含有 DMEM/F12) に添加した。未処置細
胞及び化合物 (TRH アナログ 1 µM 及び VPA 1 mM) で処置した細胞を PBS 
(Life technologies) で洗浄し、収集した。GFAP 及び HB9陽性細胞数の割合の解
析に関しては、各マーカー陽性細胞数の Hoechst 33342 (Life technologies) 陽性
細胞数に対する割合として算出した。細胞のカウントは Image-J, version 1.33f 
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて行った。独立した反復
実験を 3回行い解析した。また、樹状突起と軸索の発達及び gems [スプライシ
ングを行う small nuclear ribonucleoprotein (snRNP) と SMN蛋白質を含む核内に
存在する複合体] の領域を決定するために、TUJ1 陽性細胞の面積及び核あたり
の gems の領域を測定した。各々3つの独立した反復実験を行い、gems の領域
及び TUJ1 陽性細胞の面積は Keyenceに内蔵のハイブリットセルカウントソフ
トにより測定した。 
 
2-3-7 蛍光活性化セルソーター (FACS) 分析 
胚葉体は accutase (Innovative Cell Technologies Inc.) で単一細胞に解離し、
0.1% PBS (Life technologies)、アジ化ナトリウム (Wako)、2% donkey serum を含
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む FACS bufferで洗浄した。洗浄後、細胞を 4 ºC で 20分間、Cytofix/cytoperm 
fixation and permeabilization solution (Becton, Dickinson and company) で処理し、
anti-cleaved caspase-3 antibody (Cell Signaling Technology) を用いて一晩インキ
ュベートした。細胞を 3回洗浄し、Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG とと
もに 15分間インキュベートした。cleaved caspase-3陽性細胞 (アポトーシスを
起こした細胞) の割合は BD FACS Canto II (Becton, Dickinson and Company) を
用いて解析した。 
 
2-3-8 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (reverse transcription polymerase chain 
reaction: RT-PCR) 及び定量 PCR (quantitative PCR: qPCR) による評価 
 運動神経細胞を適切な期間培養した後、Isogen (Wako) に溶解し、RNAを抽
出するまで-80 ºC で保存した。蛋白質成分をクロロホルム (Wako) を用いて除
去し、RNAを 2-プロパノール (Wako) 及び 70%エタノール (Wako) で精製し
た。抽出した RNAの濃度は NanoView Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Sweden) で測定した。complementary DNA (cDNA) は、ReverTra Ace 
(Toyobo) を使用して RNA 1 μgから合成した。Thermal cycler 2720 (Applied 
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) を用いて cDNAサンプルから PCR反応を行っ
て増幅させた。PCR は 25サイクルで Ex-Taq (Takara) を用いて行った。positive 
control の glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) に関しては 94 ºC
を 2分 30秒、94 ºC を 30秒、60 ºC を 1分、72 ºC を 30秒、他の遺伝子につい
ては、30-40サイクルで 94 ºC を 30秒、58〜62 ºC を 60秒、72 ºCを 30秒、最
後に 72 ºC を 10分で伸長反応を行った。 
完全長 SMN (Full-length SMN; FL-SMN)、エクソン 7欠損型 SMN (Δ7-SMN) 及
び HB9のプライマー (250 nM) を含む power SYBR green PCR master mix 
17 
 
(Applied Biosystems) を用いて qPCRを行った。FL-SMNとΔ7-SMNに関しては、
50°C を 2分、95°C を 10分に引き続き、95℃を 15秒、60°C を 10分で 45サ
イクル行った。HB9 に関しては、95℃、10分に引き続き 95 ºC、15秒、60°C、
1分を 40サイクル行った。サンプル遺伝子の発現量は比較 CT (ΔΔCT) 法を採
用して解析した。使用したプライマーの配列は以下に示した (Table. 2)。 
 
2-3-9 ウエスタンブロット法による評価 
SMA-iPSC SpC の培養は 2-3-3に基づいて行い、分化誘導開始 8週目にサン
プリングを行った。サンプリングには protease inhibiter cocktail、phosphatase 
inhibiter cocktail 2 及び 3を含む RIPA buffer [50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM 
NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1% Igepal CA-630] を用
いた。サンプルは蛋白質抽出まで-80 ºC に保存した。蛋白質抽出には上記試薬
を 100 μL用いた。上清を 12,000×g、10分間で遠心分離し、上清を泳動に使用
した。蛋白質濃度はBicinchoninic acid assay protein assay kit (Pierce Biotechnology, 
Rockford, IL, USA) を用いて決定した。また、蛋白質の濃度調製には、標準蛋
Table. 2  Specific gene primers used in this study 
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白質としてウシ血清アルブミンを使用し、sample buffer containing 20% 
2-mercaptoethanol (Wako) でサンプルの蛋白質を希釈した。その後、SDS ポリ
アクリルアミドゲルを泳動装置にセットし、容器に泳動用緩衝液である
1×Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) を入
れ、ゲルを取り付けた泳動装置に浸した。泳動装置の中にも泳動用緩衝液を入
れた。1 well 当りの添加量は分子量マーカーを 5 μL、各サンプルを 10 μLとし
た。サンプルを添加後、ゲル 1 枚当たり 120 V、60 分間泳動した。転写膜は、
メタノールに 10分間浸し、10%メタノールを含む 1×Tris/Glycine/SDS Buffer に
10分間浸した。転写膜は Immun-Blot polyvinylidene fluoride membrane (Bio-Rad 
Laboratories) を使用した。ろ紙、転写膜、ゲル、ろ紙の順に組み、15V、10分
間の条件で転写した。転写後、転写膜を Blocking One-P に浸し、30分間ブロッ
キングした。0.05% Tween TBS で洗浄後、Can Get Signal Solution 1 (Nacalai 
Tesque) で一次抗体を希釈し、4ºC で一晩反応させた。一次抗体として mouse 
anti-human SMN (Abnova, Taipei City, Taiwan)、mouse anti-β-actin (Sigma-Aldrich)、
rabbit anti-phospho-GSK-3β、rabbit anti-total-GSK-3β (Cell Signaling Technology) 
を使用した。翌日、再び 0.05% Tween TBS で洗浄後、Can Get Signal Solution 2 
(Nacalai Tesque) で二次抗体を希釈して室温で 1時間反応させた。二次抗体とし
て mouse anti-goat IgG conjugated to horseradish peroxidase (HRP) 及び goat 
anti-rabbit IgG conjugated to HRP (Life technologies) を使用し、希釈倍率は 1/2000
で行った。その後 0.05% Tween TBSで洗浄した後、免疫反応性バンドを enhanced 
chemiluminescence、ECLTM prime western blotting detection reagent (GE Healthcare) 
を用いて可視化し、バンド強度は、ImageQuant LAS-4000 mini image analyzer (GE 







計的有意性は、Student’s t-test を用いて分析した。危険率 5%未満を有意差有り
とした。上記以外の実験成績は平均 ± 標準誤差 (standard error of mean: SEM) 
で示した。データの統計的有意性は、Student’s t-test 及び Dunnett’s test (JSTAT, 
Tokyo, Japan) で評価した。危険率 5%未満を有意差有りとした。 
20 
 
第 3節 実験成績 
3-1 SMA 患者に対する TRHアナログの運動機能評価 
対象の SMA患者は、4歳時に III型 SMAの確定診断を受けた。生後 18か月
時まで正常な発育を示したが、歩行時に頻繁に転倒するようになった。対象患




者の歩数、歩行速度及び歩幅を有意に改善した (Fig. 4)。 
 
 
Fig 4. Clinical effects of the TRH analog therapy on a SMA patient  
(A) Gait cadence, step/min.  (B) Walking speed, m/s.  (C) Gait stride length, m. Walking 
parameters significantly improved after therapy.  Data are shown as the 95% confidence intervals, 




3-2 SMA- iPSC の樹立 
最初に、対象 SMA 患者の皮膚線維芽細胞から iPSC を作製した。既報に準
じて、対象患者の皮膚線維芽細胞 (SMA-FbC) に、エピゾーマルベクターを用
いて初期化因子 (OCT3/4、SOX2、KLF4、LIN28、L-MYC 及び p53 shRNA) を
導入し、iPSCを作製した (47) (Fig. 5A)。SMA-iPSCは、正常な核型を示した (Fig. 
5B)。FbC と iPSC を用いて、SMA患者と健常者を比較したところ、SMA患者
で SMN1 と SMN2 の転写産物である FL-SMN の発現レベルが低く、SMN2 の転
写産物である Δ7-SMN が高発現していた (Fig. 5C)。本検討では健常者 iPS 細胞
は 36歳白人女性の皮膚線維芽細胞から樹立された 201B7を使用した (15, 16, 
45, 46, 48)。さらに、SMN2 mRNAから逆転写して得た cDNAを特異的に切断す
る Dde1で FL-SMN 及び Δ7-SMN 産物を切断すると、SMA-FbC 及び SMA-iPSC
における FL-SMN 遺伝子の発現量が消失した (Fig. 5C)。これらの結果より、作
製した iPSC が SMA の遺伝子背景を反映していることが示された。 
つぎに、作製した SMA-iPSC の未分化性及び多能性の有無を検討した。
SMA-iPSC において、ALP 染色陽性であり (Fig. 5D)、OCT3/4、SOX2及び
NANOGの核内局在、SSEA4、TRA1-60及びTRA1-81の細胞質局在が認められ、
これら未分化マーカーは SMA-iPSC で発現していた (Fig. 5D)。一方、作製した
iPSC がヒト iPS でることを確認するため、SMA-iPSC をマウス未分化マーカー
である SSEA1 で染色し、SSEA1 の発現がみられないことを確認した (Fig. 5D)。
さらに、SMA-iPSC から作製した EB (embryo body) を外胚葉、内胚葉及び中胚
葉のマーカーである TUJ1、SOX17 及び BRACHIURY で染色し、SMA-iPSC が




Fig. 5  Proof of iPSC derived from SMA patient  
(A) Newly generated iPSC fully reprogrammed from fibroblasts of SMA patient. Scale bars show 
200 μm.  (B) No karyotypic abnormalities were found in SMA-iPSC used in this study.  (C) 
RT-PCR indicating SMA-iPSC and SMA-FbC showed decreased SMN1 gene transcripts after 
Dde1 treatment.  (D) ALP enzymatic activities in SMA-iPSC. Scale bars show 200 μm.  
Expression of pluripotent markers including OCT3/4, NANOG, SOX2, SSEA4, TRA1-60, 
TRA1-81. Scale bars show 100 μm.  (E) Expression of ectoderm, endoderm and mesoderm 





















Fig. 6  Spinal motor neuron induction from WT-iPSC  
(A) Schematic of spinal motor neuron differentiation from iPSC.  (B) Immunostaining using early 
motor neuron marker (HB9), mature motor neuron marker (SMI-32), mature neuron marker 
(TUJ1) and astrocytes marker (GFAP).  Scale bars show 50 μm.  (C) RT-PCR analysis indicating 
spinal motor neurons induction.  PC: Positive Control, RT (-): without ReverTra Ace. 
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3-3 iPS細胞を用いたin vitro SMAモデルの確立 






細胞の領域が有意に減少した (Fig. 7B, C)。WT-iPSC SpCに比べ、SMA-iPSC SpC
中にGFAP陽性アストロサイトが増加した (Fig. 7B, D)。さらに、SMA-iPSC SpC
におけるアポトーシスが亢進しているか否かを評価するために、蛍光免疫染色
法及を使用してcleaved caspase-3陽性細胞の割合を検討した。その結果、
SMA-iPSC SpCにおいてアポトーシスを生じた細胞が増加し (Fig. 7B, E)、
CHAT/HB9二重陽性細胞の割合が減少した (Fig. 7B, F, G)。分化誘導開始56日後
において、WT-iPSC SpCは約40-50%のHB9陽性細胞がみられ、SMA-iPSC SpC
は約10-15%のHB9陽性細胞がみられた (Fig. 7B, F)。これらの表現型の違いは、








Continued on the next page. 
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Fig. 7  Comparing investigation between WT-iPSC SpC and SMA-iPSC SpC 
(A) Comparison of differentiated WT-iPSC and SMA-iPSC 14 days after motor neuron induction 
using neuronal stem cell marker (NESTIN).  Scale bars show 100 μm.  (B) Comparison of 
differentiated WT-iPSC SpC and SMA-iPSC SpC 56 days after motor neuron induction using 
SMN protein, astrocyte specific marker (GFAP), mature motor neuron specific markers (SMI-32, 
CHAT), apoptosis marker (cleaved caspase-3) and early motor neuron specific marker (HB9).  
Scale bars show 50 μm.  (C) Quantification of dendrite and axon development of spinal motor 
neurons derived from WT- and SMA-iPSC SpC by analyzing area of TUJ1 positive cells.  (D) 
GFAP-positive cell proportion in differentiated WT- and SMA-iPSC SpC.  (E) Cleaved caspase-3 
positive cell proportion in differentiated WT- and SMA-iPSC SpC using FACS analysis.  (F) HB9 
positive cell proportion in differentiated WT- and SMA-iPSC SpC.  (G) Quantification of HB9 
expression of differentiated WT- and SMA-iPSC SpC by real-time PCR (WT-iPSC SpC 1, 
SMA-iPSC SpC 0.43 ± 0.0056).  Data are shown as means ± SEM, n = 3.  Data are shown as 
means ± SEM in (C), (D), (E), (F) and (G), n = 3, p-value versus WT-iPSC SpC (Student’s t-test). 
 









Fig. 8  Clone-to-clone variability among 3 SMA-iPSC lines 
Little clone-to-clone variability among 3 SMA-iPSC lines from our patient (SMA-iPSC #2, #3, and 
#4).  SMA-iPSC #2 was mainly used in this study.  Scale bars show 200 μm (Phase contrast 
images), scale bars show 50 μm (immunofluorescence images). 
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3-4 In vitro SMA モデルを使用した TRHアナログの効果の検討 
SMA-iPSC SpCにおけるTRH受容体 1 (TRHR1) の局在について免疫染色法
を用いて検討した。SMA-iPSC では TRHR1の発現は認められなかったが、
SMA-iPSC SpC及び SMA-FbCにおいて TRHR1が発現していた (Fig. 9A)。SMA
病態で発現が減少する SMN 蛋白質は、核内スプライシング複合体である gems
を構成する (2)。TRH アナログ処理によって核内 gems の発現量が増加するか
を検討した。その結果、TRHアナログは 1及び 10 µM で有意に gems (核内に
発現する SMN) の発現量を上昇させた (Fig. 9B, C)。以降の検討は TRHアナロ
グの濃度を 1 µM に設定して行った。SMA-iPSC SpC において 1 µM TRHアナ
ログで処理すると、核に局在する SMN 蛋白質の発現量が増加した (Fig. 9D)。
さらにウエスタンブロット法によって蛋白質の発現量を検討した。分化誘導開
始 42-56日後の TRH アナログ処置によって、SMA-iPSC SpC の SMN蛋白質の

















Fig. 9  The TRH analog efficacy in reversing SMA pathology 
(A) Expression of TRHR1 in SMA-FbC and SMA-iPSC-MNs, but not SMA-iPSC. Scale bars 
show 50 µm in SMA-FbC and SMA-iPSC SpC.  Scale bar shows 200 µm in SMA-iPSC.  (B, C) 
Analysis of increased gems in response to TRH analog treatment using SMA-FbC (%, WT-FbC 
59.7 ± 5.1, No-treated group 5.5 ± 1.32, 1 µM TRH analog-treated group 41.8 ± 8.41, 10 µM TRH 
analog-treated group 41.3 ± 11.3).  Data are shown as means ± SEM, n = 3, p-value versus 
WT-iPSC SpC (Student’s t-test) and p-value versus no-treated SMA-FbC (Dunnetts’s test).  Scale 
bars show 12.5µm.  (D) Expression of SMN protein in WT-iPSC SpC, No-treated SMA-iPSC 
SpC and TRH analog-treated SMA-iPSC SpC. Scale bars show 50µm.  (E, F) Western blot 
analysis of SMN protein expression of WT-iPSC SpC, No-treated SMA-iPSC SpC and TRH 
analog-treated SMA-iPSC SpC.  Data are means ± SEM, n = 3, p-value versus WT and 
No-treated SMA-iPSC SpC (Student’s t-test). 
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3-5 SMA 病態における TRHアナログの作用機序 
TRHアナログが SMN蛋白質の発現量を増加させる機序を明らかにするた
めに、FL-SMN と Δ7-SMN mRNAについて qPCR 解析を行った。分化誘導開始
後 56日目のWT及び SMA-iPSC SpC の cDNAサンプルを使用して、FL-SMN 
mRNAと Δ7-SMN mRNAの相対的発現量を定量した。その結果は、TRHアナ
ログ処理後の SMA-iPSCs SpC において FL-SMN mRNAは有意に増加し、
Δ7-SMN mRNAも増加傾向を示した (Fig. 10A, B)。TRHアナログは培養ラット
海馬ニューロンにおいてタウのリン酸化及び GSK-3β の減少を引き起こすこと
が報告されている (49)。また、GSK-3β 阻害薬は SMN蛋白質を安定化させる
ことにより、SMN 蛋白質の発現を上昇させることが報告されている (50)。そ
こで、SMA-iPSC SpCに対する TRHアナログ処理が GSK-3β の活性に及ぼす影
響を、ウェスタンブロット法を用いて検討した。その結果、未処理群と比較し
TRHアナログ処理後、リン酸化 GSK-3β (phosphprelated-GSK-3β: p-GSK3β) の





Fig. 10  Mechanism of the TRH analog efficacy in SMA 
(A, B) Quantification of FL-SMN and Δ7-SMN mRNA of WT-iPSC SpC, No-treated SMA-iPSC 
SpC and TRH analog-treated SMA-iPSC SpC using qPCR.  Data are means ± SEM, n = 3. N.S., 
not significant. p-value versus WT-iPSC and No-treated SMA-iPSC SpC group (Student’s t-test).  
(C) Western blot analysis of phosphorylation of GSK-3β in WT-iPSC SpC, No-treated SMA-iPSC 












する作用は TUJ1 陽性細胞領域の面積により評価し、TUJ1 陽性細胞領域は、未
処理のWT-iPSC SpC及び SMA-iPSC SpC、分化誘導開始 42-56日後に TRHア
ナログまたは VPA で処置した SMA-iPSC SpC の 4群で検討した。WT-iPSC SpC
はSMA-iPSC SpCに比べて軸索長が長く、軸索径が大きい神経細胞が観察され、
形態学的に成熟していた (Fig. 11A, B)。WT-iPSC SpC における樹状突起と神経
軸索は、SMA-iPSC SpC と比較して密度が高かった (Fig. 11A-C)。TRHアナロ
グまたは VPA処理群では、SMA-iPSC SpCにおける TUJ1 陽性細胞領域が増加
し、WT-iPSC SpC に類似した表現型が得られた (Fig. 11A-C)。また、TRHアナ
ログ及び VPAの作用の間に明らかな差は認められなかった。つまり、TRHア






Fig. 11  Dendrite and axon development efficacy of TRH analog  
(A, B) Analysis and quantification of dendrite and axon development of WT-iPSC SpC, No-treated 
SMA-iPSC SpC and TRH analog or VPA-treated SMA-iPSC SpC.  Scale bars show 50 μm.  
Data are means ± SEM, n = 3. p-value versus WT-iPSC and No-treated SMA-iPSC SpC group 
(Student’s t-test).  (C) Representive images of the axonal development from cell bodies in 
WT-iPSC SpC and No-treated, TRH analog-treated or VPA-treated SMA-iPSC SpC.  White 
arrows indicate the cell bodies. Scale bars show 100 μm. 
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最後に、SMA-iPSC SpC における cleaved caspase-3 陽性細胞の割合を FACS
解析で検討したが、TRHを添加しても cleaved caspase-3 陽性細胞の割合に変化
は認められなかった。VPA添加群でも同様の結果が得られた (Fig. 12)。 
 
Fig. 12  Restorative effects of TRH analog and VPA against the increased cleaved 
caspase-3-positive cells  
Cleaved caspase-3 positive cells proportion in No-treated, TRH analog or VPA-treated SMA-iPSC 
SpC using FACS analysis.  Data are means ± SEM, n = 3. p-value versus WT-iPSC and 
No-treated SMA-iPSC SpC (Student’s t-test). 
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第 4節 考察 
本研究において、SMA-iPSC を用いた in vitro SMAモデルを確立した。












対して軸索伸長作用を有する (54)。さらにTRH誘導体である cyclo (His-Pro) が、
ストレプトゾトシン誘発性アポトーシスを抑制することが知られている (55)。
このように、TRH アナログは神経興奮作用及び神経保護作用を示す。しかし、
SMA 病態の運動神経細胞に対する TRH アナログの作用は検討されていない。
本章では SMA患者由来の運動神経細胞を含む SMA-iPSC SpCに対する TRHア
ナログの神経保護作用を検討した。TRH アナログは iPS 細胞を用いた in vitro 
SMAモデルにおける TUJ1 陽性領域を増加させ、SMN蛋白質及び FL-SMN 
mRNAの発現量を増加させた。SMN蛋白質は神経軸索の伸長に必要であり、
SMN遺伝子のノックダウンによって、PC12細胞の軸索伸長が阻害される (56)。




作用の機序として GSK-3β の阻害が報告されており (49)、GSK-3β は SMN蛋白
質の分解を促進する。GSK-3β のセリンがリン酸化されると GSK-3β の活性が
阻害され、SMN蛋白質の分解機構が抑制される (57)。そこで、TRHアナログ
によって SMN 蛋白質の発現が増加する機序を検討するため、GSK-3β のリン酸
化に着目して検討を進めた。その結果、TRH アナログは SMA-iPSC SpC の
pGSK-3β の発現を増加させた。これらの結果は、TRHアナログは SMN2 遺伝子
の転写活性化及び GSK-3β の活性阻害作用を介して SMN蛋白質の安定化を促
進し、神経軸索を伸長させたことを示唆している。過去に、患者線維芽細胞を
用いたスクリーニングによって血小板由来増殖因子 (platelet-derived growth 




SMA-iPSC SpC における TRH受容体の発現分布を検討した。TRH 及び TRHア





る (59-61)。そこで、TRH受容体の中でも TRHR1 に着目して研究を進めるこ
とにした。TRHR1 は SMA-iPSC では発現が認めなかったが、SMA-iPSC SpC で
発現することを認めた。TRHアナログは運動神経細胞に発現する TRHR1 に結
合して、SMN蛋白質発現増加作用及び神経保護作用を示した可能性が考えら














第1章では、SMA-iPSCを用いたin vitro SMA モデルの確立を行った。特に
GFAP陽性アストロサイトの増加は、SMAモデルマウスの生存期間に関与する





第 2章 脊髄性筋萎縮症病態におけるアストロサイトの役割 
第 1節 緒言 
前述の通り、運動神経細胞ではなくアストロサイトにおける SMN蛋白質量
の増加が SMAモデルマウスの生存期間を延長し病態を改善する (34)。さらに、
第 1章で示したように SMA-iPSC SpC において、GFAP 陽性アストロサイトが






Notch受容体が切断され、Notch細胞内ドメイン (Notch intraceller domain: NICD) 
を生成する。この NICDが核移行することにより、コアクチベーターである
Hairless supressor [Su (H) ]と協調して、標的遺伝子 (Myc, p21及び Hes ファミリ
ー) が活性化される。この機構は、胎生期の神経発生を抑制し、出生直後のア
ストロサイト新生を促進する (62-65)。すなわち、Notchシグナルの活性化によ
って Notch受容体発現細胞のアストロサイト分化促進遺伝子 (GFAP及び S100
など) が発現亢進する (66-68)。 
 Notchシグナルは種々の疾患に関与し、Notchシグナルを標的とした治療薬
の臨床試験が進行している。例えば、Notch 受容体の活性化突然変異は、T細
胞急性リンパ芽球性白血病 (T cell-acute lymphoblastic leukemia: T-ALL) の原因
になる。T-ALLにおいて、Notch受容体の HD (heterodymerization) 領域の変異















Fig. 13  The Notch signaling in the neuronal and glial differentiation.   
When the Notch receptor of the signal-transmitting cell interacts with ligand proteins, the Notch 
intracellular domain (NICD) is cleaved from the Notch receptor by γ-secretase and transported to 
the nucleus, where it activates the expression of target genes associated with neuronal and glial 
differentiation.  This mechanism suppresses embryonic neurogenesis and promotes 
astrogliogenesis immediately after birth. 
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第 2節 実験材料及び方法 
2-1 生命倫理 
患者由来 iPS 細胞の樹立及び病態解析 (ヒト遺伝子解析研究を含む) は国立
病院機構長良医療センター及び岐阜薬科大学の倫理審査委員会より承認を得




マウス SMN (mouse SMN: mSMN) 遺伝子のヘテロ欠損型マウス (mSmn+/-、
SMN2+/+、SMNΔ7+/+) を Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) から購入した。
実験には、野生型 (mSmn+/+, SMN2+/+, SMNΔ7+/+; WTマウス) 及び内在性 mSMN
をホモで欠損したマウス (mSmn-/-, SMN2+/+, SMNΔ7+/+; SMNΔ7 マウス) を使用
した。WT及び SMNΔ7 マウスは、ヘテロ欠損型マウス同士を交配することに
よって維持した。ホモ欠損型マウスのみが SMA病態を反映するマウスであり、
以降 SMNΔ7マウスと記載する。すべてのマウスは設定温度: 24°C (許容範囲: 22 
~ 26°C)、設定湿度: 55% (許容範囲; 40 ~ 70%)、明暗各 12時間 (照明; 午前 8:00 
~ 午後 8:00) に維持された岐阜大学動物飼育舎で自由給水下に固形飼料を与え
て飼育した。すべての実験は、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会及びバ
イオセーフティ委員会の承認を得て行った (承認番号; 2014-236, 2015-154, 
2015-155, 2016-163, 2017-090, 2017-196)。 
 
2-3 SMNΔ7 マウスのジェノタイピング 
WTマウス、ヘテロ欠損型マウス及び SMNΔ7 マウスの遺伝子型同定するた
めに、各マウスの尻尾を先端から 5 mm 切り、ジェノタイピングに使用した。
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切断した尻尾は Cell lysis Solution (25 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA pH 8.0、




5′-CTCCGGGATATTGGGATTG -3′ (mSMN forward),  
5′-GGTAACGCCAGGGTTTTCC-3′ (mSMN Reverse) 
5′-TTTCTTCTGGCTGTGCCTTT-3′ (lacZ Reverse) 
増幅反応は TAKARA PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (TAKARA BIO INC., 
Shiga, Japan) を用いて 35サイクル行った。1サイクルの構成は DNA変性: 94°C  




は ReproCELL (Kanagawa, Japan)、KSR、2-メルカプトエタノール、非必須アミ
ノ酸 (NEAA)、DMEM F12+GlutaMAX、PBS、N2 supplement、PS、Alexa Fluor® 
594 donkey anti-goat IgG、Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 
488 donkey anti-rabbit IgG、Alexa Fluor® 594 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 
488 Donkey Anti-goat IgG、オリゴ (dT) 12-18 プライマー、dNTP mix、
Hoechst33342 は Life Technologies (Carlsbad, CA, USA)、Pluronic F-127、
dorsomorphin、DMSO、β-メルカプトエタノール、RA、AA、50 mM Tris 
hydrochloride、150 mM sodium chloride、0.5% sodium deoxycholate、0.1% SDS、
protease inhibitor cocktail、mouse anti-β-actin、phosphatase inhibitor cocktail II、
phosphatase inhibitor cocktail III、Igepal CA-630 は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 
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USA)、SBは Cayman (San Diego, CA, USA)、GDNF、BDNF、goat anti-OCT3/4、
goat anti-NANOG, rabbit anti-SOX2、goat anti-SOX17, mouse anti-SSEA4, mouse 
anti-SSEA1 は R&D Systems Inc (northeast Minneapolis, MN, USA)、accutaseは
innovative cell technologies (San Diego, CA, USA)、matrigel basement membrane 
matrix growth factor は Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, USA)、
rabbit anti-TUJ1 は Biolegend (Dedham, MA, USA)、ReverTra Ace、Can get signal 
solution 1、Can get signal solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、アガロース S、
50×TAEはニッポンジーン (Tokyo, Japan)、goat anti-Notch1、mouse 
anti-VIMENTIN、rabbit anti-SOX9 は Santa Cruz (Star county, TX, USA)、mouse 
anti-GFAP、anti-cleaved caspase-3、rabbit anti-cleaved Notch1 (NICD)、rabbit 
anti-phosphorylated-signal transducers and activator of transcription (STAT) 3は Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA, USA)、PMNはMiltenyi Biotec (Bergisch, 
Gladbach, Germany)、10×buffer、Ex-Taq、TBS は Takarabaio (Shiga, Japan)、mouse 
anti-human SMN は Abnova, (Taipei City, Taiwan)、Igepal CA-630、デオキシリボ
ヌクレアーゼ I、Poly-D-lysine hydrobromide、オボムコイド、 normal donkey 
serum、mouse anti-NESTIN、mouse anti-TRA1-60、mouse anti-TRA1-81、rabbit 
anti-Ki67は merck millipore (Billerica, MA, USA)、トリプシン、塩化カリウム、
塩酸、スクロース、エタノール、PFA、sample buffer solution (2ME+) (×4)、メ
タノール、イムノスター®LD、デオキシコール酸ナトリウム、SDS、ドデシル
硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル、6-アミノヘキサン酸、Y-27632、bFGF、
cAMP、Isogen、クロロホルムは Wako (Osaka, Japan)、リン酸二水素カリウム、
リン酸水素二ナトリウム・十二水和物、リン酸二水素ナトリウム二水和物、PFA、
Blocking One-P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、塩化ナトリウム、L-システイン
は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、HBSS、Hoechst 33342、BCA protein assay kit
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は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、ペニシリン、ストレプトマイシンは
Meiji Seika (Tokyo, Japan)、Mouse on Mouse (M.O.M.) Blocking Reagent、M.O.M. 
protein concentrate、normal goat serum、normal horse serumは Vector Labs 
(Burlingame, CA, USA)、フルオロマウントは Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, 
CA, USA)、proteinase K solution は Qiagen (Duesseldorf, Germany)、トリス塩基、
Triton X-100は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、O.C.T compound は
Sakura Finetek Japan (Tokyo, Japan)、rabbit anti-S100、rabbit anti-interleukin-1β 
(IL-1β) は Abcam (Cambridge, MA, USA)、rabbit anti-goat IgG conjugated to HRP 
antibody、goat anti-rabbit IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-mouse IgG 
conjugated to HRP antibodyは Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) より
それぞれ購入した。   
 
2-4 実験方法 
2-4-1 iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導 
iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導は第 1章 2-3-3に準じて行った。 
 
2-4-2核型解析 











置を回復するよう、180°回転するまでの時間を記録した (最大 180 秒)。正向反
射試験及び傾斜板法は開始時からマウスの死亡が確認されるまで毎日行った。 
 
2-4-4 LY-411575の SMA 患者由来アストロサイトに対する評価 
分化誘導開始 42-56日後まで 5 µM 及び 50 nM の LY-411575 を基本培地 (10 
ng/mL BDNF、10 ng/mL GDNF、1 μM cAMP、200 ng/mL AA及び 1% N2 
supplement 含有 DMEM/F12) に混ぜて添加した。未処置及び LY-411575 で処置
した各細胞を PBS (Life technologies) で洗浄し、収集した。TUJ1 陽性細胞の軸
索伸長作用の評価に関しては、各 well に対して全ての TUJ1 陽性軸索の合計値
を算出し、平均値を定量した。GFAP 抗体の解析に関してもハイブリッドセル
カウントを用いて輝度を計測した。細胞のカウントは Image-J, version 1.33f 
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を用いて行った。 
 
2-4-5 免疫染色用組織切片作製 
ペントバルビタールナトリウム (腹腔内に 5 mg/kg) で麻酔したマウスを生
理食塩水で 3分間、次いで 4% PFA含有 0.1 M PB (pH 7.4) で 6 分間灌流した。
マウス腰髄を摘出し、4% PFA含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて一晩処置した。その
後、25 %スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 液に移し 24時間放置した。液体窒
素を用いて O.C.T. compound により凍結し、薄切するまで-80°C にて保存した。
O.C.T. compound によって凍結した腰髄を固定し、クリオスタット 
(Leica,Wetzlar, Hesse, Germany) を用いて、-20°Cで厚さ 10 µmの切片を作製し、






染色時、-80°C より凍結切片を取り出し、-20°C で 2時間放置した後、4°C で
1時間放置し、さらに室温で 1時間乾燥させた。その後、Super PAP pen (daido 
sangyo, Osaka, Japan) にて反応液の流出を防ぐために切片の周囲を囲んだ。マ
ウス由来の 1次抗体を用いる際には、M.O.M Blocking Reagent により 1時間ブ
ロッキングし、マウス由来以外の場合は、10% goat serum または horse serumに
より 1時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、一次抗体 (溶媒; M.O.M 
protein concentrateを PBSで希釈またはブロッキング剤) を用いて 4°Cで一晩反
応させた。その後、二次抗体 (溶媒; M.O.M protein concentrate を PBS で希釈ま
たはブロッキング剤) 及び Hoechst 33342 を 1時間反応させた。染色後、フル
オロマウント (水溶性封入基材) で封入した。 
一次抗体には mouse anti-GFAP、goat anti-Notch1、rabbit anti-p-STAT3、rabbit 
anti-S100、rabbit anti-IL-1β、rabbit anti-Ki67 を用いた。二次抗体にはそれぞれ









細胞免疫染色及び ALP 染色は第 1章 2-3-5に準じて行った。使用した 1次抗
体は goat anti-NANOG, mouse anti-NESTIN、rabbit anti-SOX2、goat anti-SOX17、
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mouse anti-TRA1-81、mouse anti- SSEA4、mouse anti-SSEA1、mouse anti-TRA1-60、
mouse anti-VIMENTIN、goat anti-OCT3/4、rabbit anti-TUJ1、mouse anti-GFAP、
goat anti-Notch1、rabbit anti-S100、rabbit anti-IL-1β、rabbit anti-SOX9 である。二
次抗体にはそれぞれ Alexa Fluor®546 goat anti-mouse IgG、Alexa Fluor®488 goat 




 In vitro におけるウエスタンブロットは第 1 章 2-3-9 に準じて行った。以下、
in vivo サンプルによるウエスタンブロット法の方法を記載する。サンプリング
には protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail 2 及び 3を含む RIPA 
buffer [50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリ
ウム、0.1% SDS、1% Igepal CA-630] を用いた。また、マウスサンプル (全脳、
脊髄及び腓腹筋) を摘出後、マイクロチューブの中で急速凍結した。サンプル
は蛋白質抽出まで-80 ºC に保存した。蛋白質抽出には上記試薬を全脳に対して
800 μL、脊髄に対して 100 μL、腓腹筋に対して 200 μL用い、ホモジナイザー 




(25 mM Tris、190 mM Glycine、3.5 mM SDS) を入れ、ゲルを取り付けた泳動装
置に浸した。泳動装置の中にも泳動用緩衝液を入れた。1 well 当たりの添加量
は分子量マーカーを 5 μL、各サンプルを 10 μLとした。サンプル添加後、ゲル
1枚当たり 20 mA で泳動した。泳動後、ゲルを cathode buffer (25 mM Tris、40 mM 
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6-アミノヘキサン酸、20%メタノール) に 15 分間浸した。転写膜は、メタノー
ルに 15秒間浸し、超純水に 15分間浸した。その後、anode buffer 2 (25 mM ト
リス、20%メタノール) に 20分間浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M ト
リス、20%メタノール) に浸したろ紙、anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、
ゲル、cathode buffer に浸したろ紙の順に組み、0.8 mA/cm2の条件で転写した。
転写後、0.05% Tween 含有 0.01 M TBS でメンブランを洗浄し、Blocking One-P
に浸し、30分間ブロッキングした。0.05% Tween TBS で洗浄後、Can Get Signal 
Solution 1 で一次抗体を希釈し、4ºC で一晩反応させた。0.05% Tween TBS で洗
浄後、Can Get Signal Solution 2 で二次抗体を希釈して室温で 1時間反応させた。
0.05% Tween TBS で洗浄した後、イムノスターLDに 5分間浸した。その後、
LAS-4000UVmini (Fujifilm, Tokyo, Japan) を用いて検出した。一次抗体には
rabbit anti-cleaved Notch1 (NICD)、rabbit anti-p-STAT3、mouse anti-GFAP、rabbit 
anti-S100、rabbit anti-IL-1β、mouse anti-SMN 及び mouse anti-β-actin を用いた。
二次抗体として rabbit anti-goat IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-rabbit 
IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-mouse IgG conjugated to HRP antibodyを
使用し、希釈倍率は 1/2000 で行った。蛋白質の発現強度は、Multi Gauge Ver3.0 




実験成績は平均値 ± 標準誤差 (SEM) で示した。統計学的な比較は、SPSS 





し、Peason’s χ2検定で解析し、関連の強さを φ 値によって決定した。 
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第 3節 実験成績 





臓器のサンプリングは生後 5日目 (発症期) 及び 11日目 (病態期) で行った 
(Fig. 14A)。その結果、経時的に SMNΔ7マウスの発達が障害されることが観察
できた (Fig. 14B)。SMNΔ7マウスの体重は生後 5日目では変化しないが、脳及
び脊髄の重量は有意に減少した (Fig. 14C, D)。一方、腓腹筋の重量は変化しな
かった (Fig. 14E, F)。生後 11日目では体重は有意に減少し、全組織の重量も減






Fig. 14  Central nervous degeneration in SMNΔ7 mice precedes gastrocnemius atrophy.   
(A) The sampling points of brain, spinal cord and gastrocnemius in WT and SMNΔ7 mice.  (B) 
The typical images of WT and SMNΔ7 mice at Post natal days (PND) 5, 11 and 15.  (C-F) The 
quantitative analysis for the weight of brain (C), spinal cord (D), gastrocnemius (E) and body 
weight (F) of WT and SMNΔ7 mice at PND5 and 11.  Data represents mean ± SEM. (n = 3 or 4, 
PND5; n = 5 or 6, PND11).  **, p < 0.01 versus WT mice (Student’s t-test). 
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3-2 SMNΔ7 マウス脊髄におけるアストロサイトの増殖 
アストロサイトの増殖反応は astrogliosis と astrogliogenesis に分類できる。
Astrogliosis は病態や針刺しなどの物理的障害後に再増殖するアストロサイトの
反応であり、astrogliogenesis は上記に独立して生理的条件下のもとで増殖する反
応を指す (77)。SMA 病態はアストロサイトの増殖が完了する時期 (生後 3日目) 
に進行する。また、SMA 病態におけるアストロサイトの反応性の変化は、内在
性の SMN 遺伝子欠損によって惹起されることから astrogliogenesis であると仮説
を立てた。SMNΔ7 マウス脊髄におけるアストロサイトの反応性は、生後 5日目
で活性化する (78)。しかし、SMA におけるアストロサイトの反応性変化は領域
別 (灰白質と白質) に分けて検討されていない。そこで、病態期 (生後 11日目) 
におけるアストロサイトが増加する領域を明らかにするために、GFAP (分化ア
ストロサイトのマーカー) の発現領域を検討した。GFAP 陽性アストロサイトは、
多くの運動神経細胞体を含む灰白質 (gray matter: GM) で特異的に増加し、白質 




変化を認めなかった (Fig. 15E-I)。 
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Fig. 15  SMN-depleted astrocytes were abnormally increased in the spinal cord of SMNΔ7 
mice. 
(A) GFAP-positive astrocytes were increased not in white matter (WM) but in the gray matter 
(GM) of spinal cord of WT (mSmn+/+, SMN2+/+, SMNΔ7+/+) and SMNΔ7 (mSmn-/-, SMN2+/+, 
SMNΔ7+/+) mice at PND11.  In addition, Ki67-positive cells were not detected.  Scale bar shows 
200 μm.  (B-C) Quantitative analysis of GFAP immunoreactivity in the GM and WM in the spinal 
cord of SMNΔ7 mice at PND11.  Data are shown as means ± SEM. (n = 3 or 4).  **p < 0.01 
versus WT (Student’s t test).  (D) The quantitative analysis of GFAP-positive cells in the GM of 
the spinal cord of SMNΔ7 mice at PND11.  Data are shown as means ± SEM. (n = 3 or 4). **p < 
0.01 versus WT mice (Student’s t test).  (E-I) Quantitative analysis of S100-positive cells in the 
whole, ventral, dorsal and central canals in the spinal cord of WT and SMNΔ7 mice at PND11.  
Data are shown as means ± SEM. (n = 3 or 4).  * p < 0.05 versus WT mice (Student’s t-test).  
Scale bar shows 100 μm. 
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3-3 SMNΔ7マウスにおける NICD-pSTAT3-GFAP/S100 シグナルの活性化 
Astrogliogenesis は、Notchシグナル及び p-STAT3が協調することで促進される
(63-65)。緒言で述べた通り、Notchシグナルが活性化すると NICD の発現が増加
する。さらにその下流で、GFAP 及び S100 などのアストロサイト新生に関連す
る遺伝子が活性化される (68)。そこで、Fig. 15 で示したアストロサイト増加の
作用メカニズムを明らかにするために、野生型及び SMNΔ7マウス脊髄における
NICD-pSTAT3-GFAP/S100 経路の因子発現をウェスタンブロット法で検討した。
生後 5日目及び生後 11日目における SMNΔ7マウスの NICD、p-STAT3、GFAP
及び S100 の発現量が野生型マウスに比べ有意に増加した (Fig. 16A-I)。一方、




の発現は出生時で変化しなかった (Fig. 16J, K)。Notch-pSTAT3-GFAP/S100 経路
の活性化がアストロサイト特異的に生じるか否かを検討するために、野生型及
び SMNΔ7マウス脊髄を用いて、GFAP 陽性アストロサイトにおける Notch1及
び pSTAT3の局在を免疫染色法で検討した。脊髄灰白質における GFAP 陽性アス














Fig. 16  Notch signaling was activated in the spinal cord of SMNΔ7 mice. 
(A-D) Notch signaling was dysregulated in the spinal cord of SMNΔ7 mice (PND11; late stage) by 
western blot analysis.  Data are shown as means ± SEM. (n = 5 or 6), ** p < 0.01 and * p < 0.05 
versus WT mice (Student’s t-test).  (E-I) Expression of NICD, p-STAT3 and astrocytic markers, 
including GFAP and S100, were increased in the spinal cord of SMNΔ7 mice (PND5; early stage) 
by western blot analysis (n = 3 or 4), ** p < 0.01, * p < 0.05 versus WT mice (Student’s t-test).  
(J-K) Expression of NICD did not change in the spinal cord of SMNΔ7 mice (PND0) by western 
blot analysis (n = 3).  Data are shown as means ± SEM. (n = 3) (Student’s t-test).  (L) The 
representative fluorescence images of spinal cord in WT and SMNΔ7 mice (PND5).  Almost all 
of GFAP-positive cells expressed the p-STAT3.  Scale bars show 100 µm.  (M) The 
representative fluorescence images of spinal cord in WT and SMNΔ7 mice (PND5).  Almost all 
of GFAP-positive cells expressed the Notch1.  Scale bars show 100 µm.  (N) The representative 
fluorescence images of spinal cord in WT and SMNΔ7 mice (PND5).  GFAP-Ki67-positive cell 
rate was increased in SMNΔ7 mice (PND5).  Scale bar shows 100 µm.  (O) The Quantitative 
analysis of GFAP-Ki67-positive cell rate in the spinal cord of WT and SMNΔ7 mice at PND5.  
Data are shown as means ± SEM. (n = 3).  * p < 0.05 versus WT mice (Student’s t-test).  (P) The 
model of Notch-STAT3-GFAP/S100 axis which may be dysregulated in SMA pathology. 
58 
 







者由来の神経幹細胞を用いて、NESTIN (神経幹細胞のマーカー) 及び NOTCH1
の発現パターンを検討した。分化誘導後 14-17日の 3日間、運動神経に分化さ
せるレチノイン酸 (RA) を添加した培地で培養した。細胞膜上の NOTCH1発
現量は、分化誘導後 17日目において増加した (Fig. 18A, B)。分化誘導後 14日
目でWT及び SMA 患者由来神経幹細胞の両方において NESTIN 発現量は変化 
 
Fig. 17  This short-range intercellular action specifically in Notch signaling is called lateral 
inhibition and occurs during cell differentiation. 
Once Notch signaling is activated in a stem cell culture, neuronal stem cells turn into neuronal 
precursor cells, which send inhibitory signals to neuronal stem cells, resulting in a location pattern 




しなかったが (Fig. 7)、分化誘導後 17日目において、健常者由来神経幹細胞と
比較して、SMA 患者由来神経幹細胞における NESTIN陽性細胞が有意に減少
した (Fig. 18A, C)。NOTCH1が細胞膜上に高発現する細胞 (Notch1high cell) 及














Fig. 18  Notch signaling was dysregulated in SMA-iPSC culture system. 
(A-C) NOTCH1-positive cells were increased and NESTIN-positive cells which indicate neuronal 
stem cells was decreased in SMA-iPSC SpC (n = 3 or 4).  Values represent the mean ± SEM.  ** p 
< 0.01 and * p < 0.05 versus WT-iPSC SpC (Student’s t-test).  Scale bars show 50 µm.  (D) At 
day17 after motor neuron induction when NESTIN-positive cells were abundant in WT-iPSC SpC, 
GFAP which is expressed in also neuronal stem cell was not detected. Scale bar shows 50 µm.  (E) 
The scheme of cell fate of NOTCH1high, SOX9-positive APCs (astrocyte precursor cells) and 
NESTINhigh cell.  MNs indicates motor neurons.  (F) NOTCH1-SOX9-positive cells were 
increased in SMA-iPSC SpC.  Scale bar shows 50 µm.  (G) The quantitative analysis of 
Notch1-SOX9 positive cells (n = 3).  Values represent the mean ± SEM.  * p < 0.05 versus 
WT-iPSC SpC (Student’s t-test). 
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Fig. 16から新たに SMA 患者 2例 (SMA06; I型 SMA, SMA07; II型 SMA) か
ら iPS 細胞を樹立して検討を進めている。そこで、新たに追加した 2例の患者
iPS 細胞の未分化能及び三胚葉性を調べた。その結果、患者由来 iPS 細胞 
(SMA06及び SMA07) は、未分化性と三胚葉性 (外胚葉、内胚葉及び中胚葉) を
有し、正常な核型を示した (Fig. 19A-C)。 
 




Fig. 19  Proof of iPSCs derived from SMA patients (06 and 07)  
(A) Expression of ectoderm (TUJ1), endoderm (SOX17) and mesoderm (VIMENTIN) markers in 
SMA-iPSC for embryonic body formation. Scale bars show 50 μm.  (B) ALP enzymatic activities 
in SMA-iPSC.  Scale bars show 200 μm.  Expression of pluripotent markers including OCT3/4, 
NANOG, SOX2, SSEA4, TRA1-60 and TRA1-81. Scale bars show 100 μm.  (C) The karyotypic 
analysis.  No karyotypic abnormalities were found in SMA-iPSC (SMA06 and SMA07) used in 
this study.   
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討した。NICDの発現は、SMNΔ7マウス脊髄で増加したが (Fig. 15A, B, E, F)、
全脳及び腓腹筋では変化しなかった (Fig. 20A-D)。これらの結果は、脊髄で
Notchシグナルが活性化されたことを示唆していると考えられる。 
Fig. 20  Notch signaling was not activated in brain or gastrocenemius.  
(A-D) NICD expression in whole brain and gastrocnemius of WT (A and B) and SMNΔ7 (C and 
D) mice at PND11.  Values represent the mean ± SEM. (n = 5 or 6).  
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3-5 SMN 欠損アストロサイトが運動神経細胞に及ぼす影響 




ウ化プロピジウム (propidium iodide: PI) を組み合わせて染色することにより、
運動神経細胞死の割合を評価した。まず、SMA-iPSC SpC において、GFAP 陽
性アストロサイトだけでなく、S100 陽性アストロサイトの増加を認めた (Fig. 
21A-C)。さらに SMA-iPSC SpC 由来の培養上清 (SMA-iPSC SpC -derived 
conditioned medium: SMA-CM) をマウス運動神経様細胞である
neuroblastoma-spinal cord-34 (NSC-34) に添加したところ、NSC-34 の PI陽性死
細胞が健常者由来の培養上清添加群に比べて有意に増加した (Fig. 21D-F)。さ
らに SMA-CM 中の、IL-1β の発現が増加し (Fig. 21G)、 SMA-iPSC SpC 由来の
GFAP 陽性アストロサイトにおいて IL-1β が局在した (Fig. 21H)。また、SMNΔ7
マウス脊髄で、ミエリン塩基性蛋白質陽性オリゴデンドロサイトではなく
GFAP 陽性アストロサイトにおいて IL-1β が局在した (Fig. 21I)。したがって、
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Fig. 21  GFAP-positive astrocytes in SMA-iPSC SpC induced motor neuronal cell death. 
(A) The representative fluorescence images of WT- and SMA-iPSC SpC stained for GFAP and S100 
at Day 42.  Scale bar shows 50 μm.  (B) The quantitative analysis of GFAP immunoreactivity in 
WT- and SMA-iPSC SpC.  GFAP immunoreactivity was increased in SMA-iPSC SpC (Day 24, n = 
4; Day 42, n = 6 or 8).  Values represent the mean ± SEM.  * p < 0.05 versus WT-iPSC SpC 
(Student’s t-test).  (C) The quantitative analysis of S100-positive cell rate in WT- and SMA-iPSC 
SpC.  S100-positive cells were increased in SMA-iPSC SpC. (Day 42, n = 3 or 4).  Values 
represent the mean ± SEM.  * p < 0.05 versus WT-iPSC SpC (Student’s t-test).  (D) The protocol 
of cell death assay using conditional medium of SMA-iPSC SpC (SMA-CM).  (E) The 
representative fluorescence images of NSC34 cells stained with Hoechst 33342 (blue) and propidium 
iodide (PI; red) after 24 h WT- or SMA-CM treatment.  Scale bar shows 50 μm.  (F) The 
quantitative analysis of the ratio of PI-positive cells to Hoechst 33342-positive cells treated with or 
WT- or SMA-CM treatment. Each column and bar represents mean ± SEM (n = 6).  #, p < 0.05 
versus WT-CM (Student’s t-test).  (G) Representative images of Western blot analysis of IL-1β 
expression in WT- or SMA-CM.  (H) The representative images of IL-1β/GFAP in SMA-iPSC SpC.  
IL-1β was localized in GFAP-positive cells.  Scale bar shows 50 μm.  (I) The representative 
images of IL-1β/GFAP and IL-1β/ myelin basic protein (MBP) using WT and SMNΔ7 mice.  IL-1β 
was localized in GFAP-positive cells (astrocytes), not MBP-positive cells (oligodendrocytes).  





Notchシグナルの薬理学的阻害は、ヒト胚性幹細胞 (human embryonic ctem 
cell: hESC) の運動神経細胞への分化を促進する (83)。Notchシグナル阻害作用
を有する N-[N-(3, 5-difluorophenacetyl)-l-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester 
(DAPT) は、hESC 培養における TUJ1 (β-IIIチューブリン) 陽性神経細胞を増加
させる。したがって、DAPT に加えて同じ Notchシグナル阻害作用を有する
L-685458及び LY-411575 を用いて、SMA-iPSC SpC に対する最も強い軸索伸長
作用を有する Notch シグナル阻害薬のスクリーニングを実施した。その結果、
上記 Notchシグナル阻害薬の中で LY-411575 が、SMA-iPSC SpC に対する最も
強力な TUJ1陽性神経軸索伸長作用及び分枝点増加作用を示した (Fig. 22A-E)。
したがって、以降の実験で LY-411575を使用した。SMA-iPSC SpC由来 GFAP
陽性アストロサイト増殖におけるNotchシグナルの関与を明らかにするために、
LY-411575が GFAP 陽性アストロサイト分化に及ぼす影響を検討した。
LY-411575 は、濃度依存的に GFAP 陽性アストロサイトの分化を抑制した (Fig. 
22F-G)。さらに、GFAP 陽性細胞領域に評価において、LY-411575 がアストロサ
イトの細胞死を誘発する可能性を除外するためにGFAP陽性領域を細胞数で補
正した。LY-411575 は GFAP 陽性領域を有意に減少した (Fig. 22H-J)。これらの
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Fig. 22  Notch inhibitor, LY-411575 inhibited the GFAP-positive astrocyte abnormality.   
(A) The assay of TUJ1-positive neurite outgrowth and branching point to identify the most potent 
γ-secretase inhibitors (GSIs) which canceled the activation of Notch signaling using SMA-iPSC 
SpC.  Scale bar shows 100 μm.  (B-C) The quantitative data of TUJ1-positive neurite outgrowth 
(B) and branching point (C) in WT-iPSC SpC.  Values represent the mean ± SEM (n = 3, 
Student’s t-test).  (D-E) The quantitative data of TUJ1-positive neurite outgrowth (D) and 
branching point (E) in SMA-iPSC SpC.  Values represent the mean ± SEM (n = 3).  ** p < 0.01 
and * p < 0.05 versus NT (Student’s t-test).  (F) Representative images of GFAP-positive 
astrocytes with low magnification (×2).  Scale bar shows 600 μm.  (G) The quantitative 
analysis of GFAP-positive area with or WT- or SMA-iPSC SpC (NT and treated with LY-411575 
groups).  Data represents mean ± SEM. (n = 3).  ##, p < 0.01 versus WT-iPSC SpC (Student’s 
t-test) **, p < 0.01 versus NT (Dunnet’s test).  (H and I) Representative images of GFAP-positive 
astrocytes and TUJ1-positive neurite with high magnification (× 20 and× 60).  Scale bars 
show 50 μm.  (J) The quantitative analysis of GFAP-positive area/nuclei with or WT- or 
SMA-iPSC SpC (NT and treated with LY-411575 groups).  Data represent mean ± SEM (n = 3).  






評価するために、生後 2日目及び 5日目において LY-411575を脳室内投与し 
(intraventricular administration: i.c.v.)、正向反射試験 (righting reflex) 及び傾斜板
法 (negative geotaxis) によって運動機能を評価した (Fig. 23A)。LY-411575処置
群は、体重変化及び生存期間に影響を及ぼさなかったが (Fig. 23C, D)、正向反




上がり反応成功確率は生後 12、13、15日目で有意に改善した (Fig. 23E; 正向
反射試験、Fig. 23G; 傾斜板法)。すなわち LY-411575によって SMNΔ7マウス
における運動機能低下の進行が抑制されることが示唆された。ウエスタンブロ
ット法で、WT及び SMA-iPSC SpC における LY-411575の SMN 蛋白質発現量
に対する作用を検討した。その結果、LY-411575 によってWT及び SMA-iPSC 
SpC における SMN 蛋白質レベル上昇作用は認められなかった (Fig. 23I, J)。 
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Fig. 23  LY-411575 ameliorates the motor functional deficits of SMNΔ7 mice.   
(A) The scheme for the LY-411575 administration.  Injection of either vehicle or LY-411575 (1.4 
ng/body) were administrated at PND2 and PND5.  Righting reflex and negative geotaxis assay 
were performed from PND2 and PND6, respectively.  (B) The representative image of negative 
geotaxis test.  (C) The body mass curve of SMNΔ7 mice during treatment with LY-411575 did 
not differ from those of vehicle-treated mice.  Data represent mean ± SEM (n = 6 or 9).  (D) The 
effects of LY-411575 (1.4 ng/body, i.c.v.) on survival in SMNΔ7 mice.  The mean survival of 
vehicle-treated group and LY-411575-treated group mice were 15.56 ± 0.97 (n = 6) and 15.50 ± 
1.18 (n = 9), respectively.  (E) The success rate SMNΔ7 mice in acquiring righting reflex tested.  
**, p < 0.01 and *, p < 0.05 versus vehicle-treated group (one-tailed chi-square test).  (F) The 
latency of righting reflex tested using SMNΔ7 mice at PND2 (pre administration), 3, 5, 6 (post 
administration) and 13 (late stage).  Data represent mean ± SEM (n = 6 or 9).  **, p < 0.01 and *, 
p < 0.05 versus vehicle-treated group (Student’s t-test).  (G) The success rate SMNΔ7 mice in 
acquiring negative geotaxis tested.  *, p < 0.05 versus vehicle-treated group (one-tailed chi-square 
test).  (H) The latency of negative geotaxis tested using SMNΔ7 mice at PND8, 10 12 and 13 (late 
stage).  Data represent mean ± SEM (n = 6 or 9).  *, p < 0.05 versus vehicle-treated group 
(Student’s t-test).  (I-J) SMN expression in WT/SMA06 and 07-iPSC SpC.  Values represent the 





前述の通り、LY-411575 は SMNΔ7マウスの運動機能低下の進行を抑制した 
(Fig. 23E-H)。Notch シグナル阻害薬の運動機能に対する作用に GFAP 陽性アス
トロサイトの分化抑制が関与するか否かについて検討するために、LY-411575










Fig. 24  LY-411575 inhibits the GFAP-positive astrocytes in spinal cord of SMNΔ7 mice.  
(A) The scheme for the GFAP-positive cell assay when Notch signaling was inhibited by 
LY-411575.  Injection of either vehicle or LY-411575 (1.4 ng/body) were administrated at PND2 
and PND5 and sampling was performed at PND6.  (B) Representative fluorescence images (× 4) 
of GFAP in the whole spinal cord of WT mice, SMNΔ7 mice and SMNΔ7 mice treated by 
LY-411575.  Scale bar shows 50 μm.  (C) Representative images of GFAP-positive astrocytes in 
the gray matter of spinal cord with high magnification (× 20).  Scale bar shows 100 μm.  (D) 
The quantitative analysis of GFAP-positive cell/nuclei with or WT mice, SMNΔ7 mice and 
SMNΔ7 mice treated by LY-411575.  Data represent mean ± SEM. (n = 3).  ##, p < 0.01 versus 
WT mice and *, p < 0.05 versus vehicle (Student’s t-test). 
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第 4節 考察 
本章では、アストロサイトの枯渇が SMA 病態の進行抑制につながると仮説
をたて、アストロサイトの分化及び増殖を制御する Notchシグナルについて検












には S100 が発現することが報告されている (85-87)。そこで、SMNΔ7マウス







中心管 (central canal: CC) 周囲の ventricular zoneから中間層に遊走し、中間層
で分化が亢進する (Fig. 25)。SMA病態下で S100陽性アストロサイト数が生後
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11 日目の CC 付近で増加したのは、生後 11日目以前に CC 付近で増殖・分化し
たアストロサイトが残存していた可能性が考えられる。アストロサイト分化及
び増殖を促進する Notch1の免疫反応性が SMNΔ7マウス生後 11 日目で上昇す
ることが報告されている (76)。しかしながら、それ以前の Notch シグナルの変
化については報告がない。そこで、出生時及び生後 5日目において、野生型及
び SMNΔ7マウス脊髄の NICD-STAT3-GFAP / S100 経路の変化を検討した。そ
の結果、NICD-STAT3-GFAP / S100 経路は生後 5日目で活性化し、特に生後 5
日目における S100 の発現は生後 11日目に比べて高かった。さらに生後 5日目




Fig. 25  The pattern of astrocyte proliferation in the spinal cord.  
The radial glia (RG) proliferate extensively at early phase (E12-13).  The intermediate astrocyte 
precursor cells (IAPs) proliferate at a later phase (E14-P3).  These two modes of astrogliogenesis 












いると考えられる。SMA 病態における Notch シグナルは「活性化」ではなく
「調節不全」が起きていると予想される。上記のように、SMA 病態の Notch
シグナルの調節不全は少なくとも出生時から生後 5日目にかけて起こることが
考えられる。生後 2日目から生後 5日目にかけての Notchシグナルの阻害は生
存期間に影響を及ぼさなかったが、運動機能低下の進行を抑制した。また、生





































Fig. 26  The putative mechanism underlying increase in astrocyte number in gray matter of 
SMA-spinal cord.  SMN-depletion induced the dysregulation of Notch signaling, which 
promoted astrocyte proliferation in spinal cord of SMNΔ7 mice.  Notch inhibition by LY-411575 




第 3章 脊髄性筋萎縮症病態におけるオリゴデンドロサイトの役割 




したがって、運動ニューロン疾患である ALS や SMAの病態で、オリゴデンド
ロサイトの表現型異常が考えられ、実際に ALS 病態においてオリゴデンドロ
サイトの表現型異常が示されている (97-101)。同報告では super oxide dismutase 
(SOD1) G93A 変異を有する ALS モデルマウス脊髄において、発症前にオリゴデ
ンドロサイト変性を生じることが示されている。一方 SMA病態においては、
アストロサイト及びミクログリアの表現型異常 (GFAP 陽性アストロサイトの

























第 2節 実験材料及び方法 
2-1 生命倫理 
患者由来 iPS 細胞の樹立及び病態解析 (ヒト遺伝子解析研究を含む) は国立
病院機構長良医療センター及び岐阜薬科大学の倫理審査委員会より承認を得




実験動物に関して、本章においても第 2章 2-2に記載したWT マウスならび
に SMNΔ7マウスを使用した。すべての実験は、岐阜薬科大学動物飼育・動物
実験委員会及びバイオセーフティ委員会の承認を得て行った (承認番号: 
2015-155, 2016-163, 2017-090, 2017-196)。 
 
2-3 SMNΔ7 マウスのジェノタイピング 




は ReproCELL (Kanagawa, Japan)、KSR、2-メルカプトエタノール、NEAA、DMEM 
F12+GlutaMAX、PBS、N2 supplement、PS、Alexa Fluor® 594 donkey anti-goat IgG、
Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG、
Alexa Fluor® 594 donkey anti-mouse IgG、Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-goat IgG、
オリゴ (dT) 12-18 プライマー、dNTP mix、Hoechst33342 は Life Technologies 
(Carlsbad, CA, USA)、Pluronic F-127、dorsomorphin、DMSO、β-メルカプトエタ
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ノール、RA、AA、50 mM Tris hydrochloride、150 mM sodium chloride、0.5% sodium 
deoxycholate、0.1% SDS、protease inhibitor cocktail、mouse anti-β-actin、phosphatase 
inhibitor cocktail II、 phosphatase inhibitor cocktail III、Igepal CA-630 は Sigma 
Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Y-27632、bFGF、cAMP、クロロホルムはWako 
(Osaka, Japan)、SBは Cayman (San Diego, CA, USA)、GDNF、BDNFは R&D 
Systems Inc (northeast Minneapolis, MN, USA)、accutaseは innovative cell 
technologies (San Diego, CA, USA)、matrigel basement membrane matrix growth 
factorは Becton, Dickinson and Company (Franklin Lakes, NJ, USA)、mouse 
anti-SMI-32は Biolegend (Dedham, MA, USA)、PFA、Blocking One-P は Nacalai 
Tesque (Kyoto, Japan)、ReverTra Ace、Can get signal solution 1、Can get signal 
solution 2 は Toyobo (Osaka, Japan)、アガロース S、50×TAEはニッポンジーン 
(Tokyo, Japan)、goat anti-Notch1、mouse anti-platelet-derived growth factor receptor 
(PDGFR) β は Santa Cruz (Star county, Texas, USA)、mouse anti-GFAP は Cell 
Signaling Technology (Danvers, MA, USA)、PMNはMiltenyi Biotec (Bergisch, 
Gladbach, Germany)、10×buffer、Ex-Taq、TBS は Takarabaio (Shiga, Japan)、protease 
inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II、phosphatase inhibitor cocktail III、
Igepal CA-630、デオキシリボヌクレアーゼ I、Poly-D-lysine hydrobromide、オボ
ムコイド、normal donkey serum は merck millipore (Billerica, MA, USA)、トリプ





ウム二水和物、Blocking One-P は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、塩化ナトリウム、
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L-システインは Kishida Chemical (Osaka, Japan)、HBSS、Hoechst 33342、BCA 
protein assay kit は Thermo Scientific (Waltham, MA, USA)、ペニシリン、ストレ
プトマイシンはMeiji Seika (Tokyo, Japan)、M.O.M. Blocking Reagent, M.O.M. 
protein concentrate、normal goat serum、normal horse serumは Vector Labs 
(Burlingame, CA, USA)、フルオロマウントは Diagnostic Bio Systems (Pleasanton, 
CA, USA)、proteinase K solution は Qiagen (Duesseldorf, Germany)、トリス塩基  、
Triton X-100は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、O.C.T compound は
Sakura Finetek Japan (Tokyo, Japan)、rabbit anti-goat IgG conjugated to HRP antibody、
goat anti-rabbit IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-mouse IgG conjugated to 
HRP antibodyは Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)、rabbit anti- 
nerve/glial antigen (NG2)、rabbit anti- prospero homeobox 1 (Prox1)、mouse anti-O4
及び mouse anti-myelin basic protein (MBP) は Abcam よりそれぞれ購入した。   
 
2-5 実験方法 
2-5-1 iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導 
iPS 細胞から運動神経細胞への分化誘導は第 1章 2-3-3に準じて行った。 
 
2-5-2 免疫染色用組織切片作製 
免疫染色用組織切片は第 2章 2-4-5に準じて作製した。 
 
2-5-3免疫組織染色 
免疫組織染色は第 2章 2-4-6に準じて行った。一次抗体にはmouse anti-GFAP、
rabbit anti-NG2、mouse anti-MBP、mouse anti-PDGFRβ、mouse anti-O4、mouse 
anti-SMI-32、goat anti-Notch1を用いた。二次抗体にはそれぞれ Alexa Fluor®546 





 ウエスタンブロット法は第 2章 2-4-8に準じて行った。一次抗体には rabbit 
anti-NG2、mouse anti-MBP、rabbit anti-Prox1 及び mouse anti-β-actin を用いた。
二次抗体として rabbit anti-goat IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-rabbit 
IgG conjugated to HRP antibody、goat anti-mouse IgG conjugated to HRP antibodyを
使用し、希釈倍率は 1/2000 で行った。 
 
2-4-5 統計学的解析 
実験成績は平均値 ± 標準誤差 (SEM)で示した。統計学的な比較は、SPSS 




第 3節 実験成績 
3-1 SMNΔ7 マウス脊髄におけるオリゴデンドロサイト系譜の分化異常 
野生型 (mSmn+/+; SMN2+/+、SMNΔ7+/+) 及び SMNΔ7マウス (mSmn-/-; SMN2+/+、















に続く第 4のグリア細胞として注目されている (109, 113, 114)。NG2グリアは
ヘテロな細胞集団であり、オリゴデンドロサイトだけでなくぺリサイト、アス
トロサイト及び神経細胞に分化する多能性を有する (115, 116)。そこで、SMA
病態における NG2 発現細胞種を同定するために、種々の細胞 (アストロサイト、
ペリサイト、運動神経細胞及びオリゴデンドロサイト前駆細胞) における NG2
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Fig 27.  Oligodendrocyte lineages were disrupted in the spinal cord of SMNΔ7 mice. 
(A) The scheme for the western blot analysis in the spinal cord of SMNΔ7 mice at PND5.  (B-D) 
The expression of NG2 (a marker for oligodendrocyte precursor cell) and MBP (a marker for 
mature oligodendrocytes) were significantly decreased in the spinal cord of SMNΔ7 mice at PND5.  
Data are shown as means ± SEM. (n = 3).  #p < 0.05 or ##p < 0.01 versus WT (Student’s t test).  
(E-H) The immunostaining analysis for identification of the cell types of NG2-positive cells using 
GFAP (a marker for astrocytes), PDGFRβ (a marker for pericytes), SMI-32 (a marker for motor 
neuron), O4 (a marker for oligodendrocyte precursor cell).  NG2 was co-expressed not with GFAP, 
PDGFRβ and SMI-32 but O4.  Scale bars show 100 µm. 
 
 
3-2 オリゴデンドロサイト系譜の分化障害における Notchシグナルの関与 
Notchシグナルは NG2 によって調節される。ショウジョウバエの中枢神経系





を検討するために、SMNΔ7マウス (生後 5 日目) の脊髄を用いて NG2及び
Notch1の免疫染色を行った (Fig. 28A)。SMNΔ7マウス脊髄において Notch1が
過剰発現することが明らかになった (Fig. 28B, E)。この結果は SMNΔ7マウス
の脊髄における Notch シグナルの活性化に一致する (Fig. 16)。続いて、拡大画
像から、Notch1が過剰発現する細胞において、NG2の免疫反応性が低いこと




Fig 28.  Notch was involved in NG2 reduction in the spinal cord of SMNΔ7 mice. 
(A) The scheme for the immunostaining analysis in the spinal cord of SMNΔ7 mice at PND5. 
(B-E) The representative images of Notch1/NG2 expression using WT mice.  (F-I) The 
representative images of Notch1/NG2 expression using SMNΔ7 mice.  Notch1 expression level 
was low in NG2-high-expressed cell in WT mice, while NG2 expression level was low in 








現を検討した。いずれの SMA 患者由来の SMA-iPSC SpC においてもミエリン
塩基性蛋白質の発現は健常者に比べて減少した (Fig. 29A, B)。さらに、SMA病
態におけるオリゴデンドロサイトの分化異常のメカニズムを調べるために、
Prox1 の発現を検討した。Prox1 はオリゴデンドロサイトに対して分化促進的に
働く転写因子である (117, 118)。SMA-iPSC SpC において Prox1 の発現は健常者
に比べて有意に減少した (Fig. 29A, C)。 
Fig 29.  The expression of MBP and Prox1 in SMA-iPSC SpC was decreased. 
(A-C) The expression of MBP (a marker for mature oligodendrocytes) and Prox1 were 
significantly decreased in the s SMA-iPSC SpC at 56 days.  Data are shown as means ± SEM. (n 








トを評価した。LY-411575 を生後 2日目及び 5日目で脳室内投与後、生後 6日
目で脊髄をサンプリングし、ミエリン塩基性蛋白質発現領域を計測した (Fig. 
30A)。未処置群の SMNΔ7 マウスでミエリン塩基性蛋白質発現領域が減少し、
LY-411575 投与群の SMNΔ7マウスは野生型マウスと同等のレベルに回復した 
(Fig. 30B, C)。   
Fig 30.  Notch signaling inhibition rescued the MBP expression. 
(A) The scheme for immunostaining using MBP antibody when Notch signaling was inhibited by 
LY-411575.  Injection of either vehicle or LY-411575 (1.4 ng/body) was administrated at PND2 
and PND5, after that sampling was performed at PND6.  (B-C) The expression of MBP was 
rescued by Notch inhibitor, LY-411575.  Data are shown as means ± SEM. (n = 3).  #p < 0.05 
versus WT mice and *p < 0.05 versus Vehicle-treated SMNΔ7 mice. (Tukey’s test).  Scale bar 
shows 100 µm. 
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た。その結果、NG2 及びミエリン塩基性蛋白質は共に、生後 5 日目の SMNΔ7
マウスの脊髄で減少した。NG2ノックアウトマウスではオリゴデンドロサイト
前駆細胞からオリゴデンドロサイトへの分化が障害されることから、NG2はオ




したがって生後 5 日目で生じた SMNΔ7マウスのオリゴデンドロサイト分化異
常は、運動神経変性に先行すると考えられる。 
つぎに、Notchシグナルは成熟オリゴデンドロサイトへの分化を抑制するこ




おける NG2グリアの減少が Notchの活性化に起因する可能性が考えられる 
(Fig. 31)。すなわち、SMA病態下で NG2 の発現が減少し、NG2 の Notch抑制
が解除された結果、オリゴデンドロサイトの分化が促進したことが考えられる 
(Fig. 32)。SMA病態におけるオリゴデンドロサイトの分化異常のメカニズムを




た。SMA-iPSC SpC において、ミエリン塩基性蛋白質及び Prox1 の発現は減少
した。したがって、SMA病態におけるオリゴデンドロサイトの分化障害に、









Fig. 31  The gene network of glial regeneration response in Drosophilia 




Fig. 32  The putative mechanism of glial cell differentiation in SMA patholgy 
In SMA pathology, the low level of NG2 expression induced Notch activation and inhibited Prox1 










脊髄性筋萎縮症 (SMA) は、脊髄の運動神経細胞 (脊髄前角細胞) の変性に
よる筋萎縮と進行性の筋力低下を主徴とする常染色体劣性遺伝病である。主た
る原因は SMN1 遺伝子と SMN2 遺伝子によってコードされる SMN 蛋白質の減





点から SMA の病態解明を試みた。 
 
第 1章では、iPS 細胞を用いた in vitro SMA モデルを確立し、TRHアナログ
の SMA患者 iPS 細胞由来運動神経細胞含む脊髄を構成する神経系細胞 
(SMA-iPSC SpC) に対する作用を検討した。 
1) SMA-iPSC SpC は、SMN蛋白質の減少、軸索の短縮、アストロサイトの 
増加に代表される SMA 病態を示した。 
2) TRHアナログは SMA-iPSC SpC に対して、SMN2 遺伝子の転写活性化及び 
pGSK-3β 増加作用を介して SMN蛋白質の発現量を増加させた。 
3) TRHアナログは SMA-iPSC SpC に対して、TUJ1 陽性軸索の領域を増加さ 
せた。 
 
第 2章では、SMA 病態アストロサイトの分化異常における Notch シグナル
の役割について検討を行った。 
1) SMNΔ7マウス脊髄において、灰白質特異的にアストロサイトが増加した。 














2) SMNΔ7マウス脊髄において、Notch1高発現する細胞で NG2 の発現の低下 
が認められた。 
























































1. Pearn, J. (1980) Classification of spinal muscular atrophies. Lancet 1, 919-922 
2. Coovert, D. D., Le, T. T., McAndrew, P. E., Strasswimmer, J., Crawford, T. O., Mendell, J. R., 
Coulson, S. E., Androphy, E. J., Prior, T. W., and Burghes, A. H. (1997) The survival motor 
neuron protein in spinal muscular atrophy. Human molecular genetics 6, 1205-1214 
3. Crawford, T. O., and Pardo, C. A. (1996) The neurobiology of childhood spinal muscular 
atrophy. Neurobiology of disease 3, 97-110 
4. Hahnen, E., Forkert, R., Marke, C., Rudnik-Schoneborn, S., Schonling, J., Zerres, K., and 
Wirth, B. (1995) Molecular analysis of candidate genes on chromosome 5q13 in autosomal 
recessive spinal muscular atrophy: evidence of homozygous deletions of the SMN gene in 
unaffected individuals. Human molecular genetics 4, 1927-1933 
5. Lefebvre, S., Burglen, L., Reboullet, S., Clermont, O., Burlet, P., Viollet, L., Benichou, B., 
Cruaud, C., Millasseau, P., Zeviani, M., and et al. (1995) Identification and characterization of 
a spinal muscular atrophy-determining gene. Cell 80, 155-165 
6. Lorson, C. L., Hahnen, E., Androphy, E. J., and Wirth, B. (1999) A single nucleotide in the 
SMN gene regulates splicing and is responsible for spinal muscular atrophy. Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America 96, 6307-6311 
7. Kolb, S. J., and Kissel, J. T. (2011) Spinal muscular atrophy: a timely review. Archives of 
neurology 68, 979-984 
8. Sarnat, H. B., and Trevenen, C. L. (2007) Motor neuron degeneration in a 20-week male fetus: 
spinal muscular atrophy type 0. The Canadian journal of neurological sciences. Le journal 
canadien des sciences neurologiques 34, 215-220 
9. Zerres, K., Wirth, B., and Rudnik-Schoneborn, S. (1997) Spinal muscular atrophy--clinical and 
genetic correlations. Neuromuscular disorders : NMD 7, 202-207 
10. Al Dakhoul, S. (2017) Very severe spinal muscular atrophy (Type 0). Avicenna journal of 
medicine 7, 32-33 
11. Gathwala, G., Silayach, J., Bhakhari, B. K., and Narwal, V. (2014) Very severe spinal muscular 
atrophy: Type 0 with Dandy-Walker variant. Journal of pediatric neurosciences 9, 55-56 
12. Feldkotter, M., Schwarzer, V., Wirth, R., Wienker, T. F., and Wirth, B. (2002) Quantitative 
analyses of SMN1 and SMN2 based on real-time lightCycler PCR: fast and highly reliable 
carrier testing and prediction of severity of spinal muscular atrophy. American journal of 
human genetics 70, 358-368 
13. Petit, F., Cuisset, J. M., Rouaix-Emery, N., Cances, C., Sablonniere, B., Bieth, E., Moerman, A., 
Sukno, S., Hardy, N., Holder-Espinasse, M., Manouvrier-Hanu, S., and Vallee, L. (2011) 
Insights into genotype-phenotype correlations in spinal muscular atrophy: a retrospective study 
of 103 patients. Muscle & nerve 43, 26-30 
102 
 
14. van der Steege, G., Grootscholten, P. M., van der Vlies, P., Draaijers, T. G., Osinga, J., Cobben, 
J. M., Scheffer, H., and Buys, C. H. (1995) PCR-based DNA test to confirm clinical diagnosis 
of autosomal recessive spinal muscular atrophy. Lancet 345, 985-986 
15. Ebert, A. D., Yu, J., Rose, F. F., Jr., Mattis, V. B., Lorson, C. L., Thomson, J. A., and Svendsen, 
C. N. (2009) Induced pluripotent stem cells from a spinal muscular atrophy patient. Nature 457, 
277-280 
16. Sareen, D., Ebert, A. D., Heins, B. M., McGivern, J. V., Ornelas, L., and Svendsen, C. N. 
(2012) Inhibition of apoptosis blocks human motor neuron cell death in a stem cell model of 
spinal muscular atrophy. PloS one 7, e39113 
17. Wang, Z. B., Zhang, X., and Li, X. J. (2013) Recapitulation of spinal motor neuron-specific 
disease phenotypes in a human cell model of spinal muscular atrophy. Cell research 23, 
378-393 
18. Passini, M. A., Bu, J., Richards, A. M., Kinnecom, C., Sardi, S. P., Stanek, L. M., Hua, Y., Rigo, 
F., Matson, J., Hung, G., Kaye, E. M., Shihabuddin, L. S., Krainer, A. R., Bennett, C. F., and 
Cheng, S. H. (2011) Antisense oligonucleotides delivered to the mouse CNS ameliorate 
symptoms of severe spinal muscular atrophy. Science translational medicine 3, 72ra18 
19. Singh, N. K., Singh, N. N., Androphy, E. J., and Singh, R. N. (2006) Splicing of a critical exon 
of human Survival Motor Neuron is regulated by a unique silencer element located in the last 
intron. Molecular and cellular biology 26, 1333-1346 
20. Singh, N. N., Shishimorova, M., Cao, L. C., Gangwani, L., and Singh, R. N. (2009) A short 
antisense oligonucleotide masking a unique intronic motif prevents skipping of a critical exon 
in spinal muscular atrophy. RNA biology 6, 341-350 
21. Allen, N. J. (2014) Astrocyte regulation of synaptic behavior. Annual review of cell and 
developmental biology 30, 439-463 
22. Allen, N. J., and Barres, B. A. (2009) Neuroscience: Glia - more than just brain glue. Nature 
457, 675-677 
23. Clarke, L. E., and Barres, B. A. (2013) Emerging roles of astrocytes in neural circuit 
development. Nature reviews. Neuroscience 14, 311-321 
24. Eroglu, C., and Barres, B. A. (2010) Regulation of synaptic connectivity by glia. Nature 468, 
223-231 
25. Shigetomi, E., Tong, X., Kwan, K. Y., Corey, D. P., and Khakh, B. S. (2011) TRPA1 channels 
regulate astrocyte resting calcium and inhibitory synapse efficacy through GAT-3. Nature 
neuroscience 15, 70-80 
26. Filosa, J. A., Bonev, A. D., Straub, S. V., Meredith, A. L., Wilkerson, M. K., Aldrich, R. W., 
and Nelson, M. T. (2006) Local potassium signaling couples neuronal activity to vasodilation 
in the brain. Nature neuroscience 9, 1397-1403 
27. Attwell, D., Buchan, A. M., Charpak, S., Lauritzen, M., Macvicar, B. A., and Newman, E. A. 
103 
 
(2010) Glial and neuronal control of brain blood flow. Nature 468, 232-243 
28. Guthrie, P. B., Knappenberger, J., Segal, M., Bennett, M. V., Charles, A. C., and Kater, S. B. 
(1999) ATP released from astrocytes mediates glial calcium waves. The Journal of 
neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience 19, 520-528 
29. McTigue, D. M., and Tripathi, R. B. (2008) The life, death, and replacement of 
oligodendrocytes in the adult CNS. Journal of neurochemistry 107, 1-19 
30. Rosenbluth, J. (1999) A brief history of myelinated nerve fibers: one hundred and fifty years of 
controversy. Journal of neurocytology 28, 251-262 
31. Coull, J. A., Beggs, S., Boudreau, D., Boivin, D., Tsuda, M., Inoue, K., Gravel, C., Salter, M. 
W., and De Koninck, Y. (2005) BDNF from microglia causes the shift in neuronal anion 
gradient underlying neuropathic pain. Nature 438, 1017-1021 
32. Parkhurst, C. N., Yang, G., Ninan, I., Savas, J. N., Yates, J. R., 3rd, Lafaille, J. J., Hempstead, B. 
L., Littman, D. R., and Gan, W. B. (2013) Microglia promote learning-dependent synapse 
formation through brain-derived neurotrophic factor. Cell 155, 1596-1609 
33. Paez-Colasante, X., Seaberg, B., Martinez, T. L., Kong, L., Sumner, C. J., and Rimer, M. 
(2013) Improvement of neuromuscular synaptic phenotypes without enhanced survival and 
motor function in severe spinal muscular atrophy mice selectively rescued in motor neurons. 
PloS one 8, e75866 
34. Rindt, H., Feng, Z., Mazzasette, C., Glascock, J. J., Valdivia, D., Pyles, N., Crawford, T. O., 
Swoboda, K. J., Patitucci, T. N., Ebert, A. D., Sumner, C. J., Ko, C. P., and Lorson, C. L. 
(2015) Astrocytes influence the severity of spinal muscular atrophy. Human molecular genetics 
24, 4094-4102 
35. Brichta, L., Hofmann, Y., Hahnen, E., Siebzehnrubl, F. A., Raschke, H., Blumcke, I., Eyupoglu, 
I. Y., and Wirth, B. (2003) Valproic acid increases the SMN2 protein level: a well-known drug 
as a potential therapy for spinal muscular atrophy. Human molecular genetics 12, 2481-2489 
36. Chang, J. G., Hsieh-Li, H. M., Jong, Y. J., Wang, N. M., Tsai, C. H., and Li, H. (2001) 
Treatment of spinal muscular atrophy by sodium butyrate. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of America 98, 9808-9813 
37. Azzouz, M., Le, T., Ralph, G. S., Walmsley, L., Monani, U. R., Lee, D. C., Wilkes, F., 
Mitrophanous, K. A., Kingsman, S. M., Burghes, A. H., and Mazarakis, N. D. (2004) 
Lentivector-mediated SMN replacement in a mouse model of spinal muscular atrophy. The 
Journal of clinical investigation 114, 1726-1731 
38. Passini, M. A., Bu, J., Roskelley, E. M., Richards, A. M., Sardi, S. P., O'Riordan, C. R., Klinger, 
K. W., Shihabuddin, L. S., and Cheng, S. H. (2010) CNS-targeted gene therapy improves 
survival and motor function in a mouse model of spinal muscular atrophy. The Journal of 
clinical investigation 120, 1253-1264 
39. Bordet, T., Berna, P., Abitbol, J. L., and Pruss, R. M. (2010) Olesoxime (TRO19622): A Novel 
104 
 
Mitochondrial-Targeted Neuroprotective Compound. Pharmaceuticals 3, 345-368 
40. Bowerman, M., Beauvais, A., Anderson, C. L., and Kothary, R. (2010) Rho-kinase inactivation 
prolongs survival of an intermediate SMA mouse model. Human molecular genetics 19, 
1468-1478 
41. Bowerman, M., Murray, L. M., Boyer, J. G., Anderson, C. L., and Kothary, R. (2012) Fasudil 
improves survival and promotes skeletal muscle development in a mouse model of spinal 
muscular atrophy. BMC medicine 10, 24 
42. Bertini, E., Dessaud, E., Mercuri, E., Muntoni, F., Kirschner, J., Reid, C., Lusakowska, A., 
Comi, G. P., Cuisset, J. M., Abitbol, J. L., Scherrer, B., Ducray, P. S., Buchbjerg, J., Vianna, E., 
van der Pol, W. L., Vuillerot, C., Blaettler, T., Fontoura, P., and Olesoxime, S. M. A. P. S. I. 
(2017) Safety and efficacy of olesoxime in patients with type 2 or non-ambulatory type 3 
spinal muscular atrophy: a randomised, double-blind, placebo-controlled phase 2 trial. The 
Lancet. Neurology 16, 513-522 
43. Swoboda, K. J., Scott, C. B., Crawford, T. O., Simard, L. R., Reyna, S. P., Krosschell, K. J., 
Acsadi, G., Elsheik, B., Schroth, M. K., D'Anjou, G., LaSalle, B., Prior, T. W., Sorenson, S. L., 
Maczulski, J. A., Bromberg, M. B., Chan, G. M., Kissel, J. T., and Project Cure Spinal 
Muscular Atrophy Investigators, N. (2010) SMA CARNI-VAL trial part I: double-blind, 
randomized, placebo-controlled trial of L-carnitine and valproic acid in spinal muscular 
atrophy. PloS one 5, e12140 
44. Chen, M., Sun, X., Jiang, R., Shen, W., Zhong, X., Liu, B., Qi, Y., Huang, B., Xiang, A. P., and 
Ge, J. (2009) Role of MEF feeder cells in direct reprogramming of mousetail-tip fibroblasts. 
Cell biology international 33, 1268-1273 
45. Kondo, T., Asai, M., Tsukita, K., Kutoku, Y., Ohsawa, Y., Sunada, Y., Imamura, K., Egawa, N., 
Yahata, N., Okita, K., Takahashi, K., Asaka, I., Aoi, T., Watanabe, A., Watanabe, K., Kadoya, 
C., Nakano, R., Watanabe, D., Maruyama, K., Hori, O., Hibino, S., Choshi, T., Nakahata, T., 
Hioki, H., Kaneko, T., Naitoh, M., Yoshikawa, K., Yamawaki, S., Suzuki, S., Hata, R., Ueno, S., 
Seki, T., Kobayashi, K., Toda, T., Murakami, K., Irie, K., Klein, W. L., Mori, H., Asada, T., 
Takahashi, R., Iwata, N., Yamanaka, S., and Inoue, H. (2013) Modeling Alzheimer's disease 
with iPSCs reveals stress phenotypes associated with intracellular Abeta and differential drug 
responsiveness. Cell stem cell 12, 487-496 
46. Watanabe, K., Kamiya, D., Nishiyama, A., Katayama, T., Nozaki, S., Kawasaki, H., Watanabe, 
Y., Mizuseki, K., and Sasai, Y. (2005) Directed differentiation of telencephalic precursors from 
embryonic stem cells. Nature neuroscience 8, 288-296 
47. Okita, K., Matsumura, Y., Sato, Y., Okada, A., Morizane, A., Okamoto, S., Hong, H., 
Nakagawa, M., Tanabe, K., Tezuka, K., Shibata, T., Kunisada, T., Takahashi, M., Takahashi, J., 
Saji, H., and Yamanaka, S. (2011) A more efficient method to generate integration-free human 
iPS cells. Nature methods 8, 409-412 
105 
 
48. Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K., and Yamanaka, S. 
(2007) Induction of pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined factors. Cell 
131, 861-872 
49. Luo, L., and Stopa, E. G. (2004) Thyrotropin releasing hormone inhibits tau phosphorylation 
by dual signaling pathways in hippocampal neurons. Journal of Alzheimer's disease : JAD 6, 
527-536 
50. Makhortova, N. R., Hayhurst, M., Cerqueira, A., Sinor-Anderson, A. D., Zhao, W. N., Heiser, P. 
W., Arvanites, A. C., Davidow, L. S., Waldon, Z. O., Steen, J. A., Lam, K., Ngo, H. D., and 
Rubin, L. L. (2011) A screen for regulators of survival of motor neuron protein levels. Nature 
chemical biology 7, 544-552 
51. Chang, W. F., Xu, J., Chang, C. C., Yang, S. H., Li, H. Y., Hsieh-Li, H. M., Tsai, M. H., Wu, S. 
C., Cheng, W. T., Liu, J. L., and Sung, L. Y. (2015) SMN is required for the maintenance of 
embryonic stem cells and neuronal differentiation in mice. Brain structure & function 220, 
1539-1553 
52. Jackson, I. M. (1982) Thyrotropin-releasing hormone. The New England journal of medicine 
306, 145-155 
53. Kato, Z., Okuda, M., Okumura, Y., Arai, T., Teramoto, T., Nishimura, M., Kaneko, H., and 
Kondo, N. (2009) Oral administration of the thyrotropin-releasing hormone (TRH) analogue, 
taltireline hydrate, in spinal muscular atrophy. Journal of child neurology 24, 1010-1012 
54. Iwasaki, Y., Ikeda, K., Shiojima, T., and Kinoshita, M. (1992) TRH analogue, TA-0910 
(3-methyl-(s)-5,6-dihydroorotyl-L-histidyl-L-prolinamide) enhances neurite outgrowth in rat 
embryo ventral spinal cord in vitro. Journal of the neurological sciences 112, 147-151 
55. Koo, K. B., Suh, H. J., Ra, K. S., and Choi, J. W. (2011) Protective effect of cyclo(his-pro) on 
streptozotocin-induced cytotoxicity and apoptosis in vitro. Journal of microbiology and 
biotechnology 21, 218-227 
56. van Bergeijk, J., Rydel-Konecke, K., Grothe, C., and Claus, P. (2007) The spinal muscular 
atrophy gene product regulates neurite outgrowth: importance of the C terminus. FASEB 
journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology 
21, 1492-1502 
57. Kunick, C., Zeng, Z., Gussio, R., Zaharevitz, D., Leost, M., Totzke, F., Schachtele, C., 
Kubbutat, M. H., Meijer, L., and Lemcke, T. (2005) Structure-aided optimization of kinase 
inhibitors derived from alsterpaullone. Chembiochem : a European journal of chemical biology 
6, 541-549 
58. Yeh, H. J., Silos-Santiago, I., Wang, Y. X., George, R. J., Snider, W. D., and Deuel, T. F. (1993) 
Developmental expression of the platelet-derived growth factor alpha-receptor gene in 
mammalian central nervous system. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 90, 1952-1956 
106 
 
59. Cao, J., O'Donnell, D., Vu, H., Payza, K., Pou, C., Godbout, C., Jakob, A., Pelletier, M., 
Lembo, P., Ahmad, S., and Walker, P. (1998) Cloning and characterization of a cDNA encoding 
a novel subtype of rat thyrotropin-releasing hormone receptor. The Journal of biological 
chemistry 273, 32281-32287 
60. Calza, L., Giardino, L., Ceccatelli, S., Zanni, M., Elde, R., and Hokfelt, T. (1992) Distribution 
of thyrotropin-releasing hormone receptor messenger RNA in the rat brain: an in situ 
hybridization study. Neuroscience 51, 891-909 
61. Heuer, H., Schafer, M. K., O'Donnell, D., Walker, P., and Bauer, K. (2000) Expression of 
thyrotropin-releasing hormone receptor 2 (TRH-R2) in the central nervous system of rats. The 
Journal of comparative neurology 428, 319-336 
62. Chitnis, A., Henrique, D., Lewis, J., Ish-Horowicz, D., and Kintner, C. (1995) Primary 
neurogenesis in Xenopus embryos regulated by a homologue of the Drosophila neurogenic 
gene Delta. Nature 375, 761-766 
63. Nagao, M., Sugimori, M., and Nakafuku, M. (2007) Cross talk between notch and growth 
factor/cytokine signaling pathways in neural stem cells. Molecular and cellular biology 27, 
3982-3994 
64. Namihira, M., Kohyama, J., Semi, K., Sanosaka, T., Deneen, B., Taga, T., and Nakashima, K. 
(2009) Committed neuronal precursors confer astrocytic potential on residual neural precursor 
cells. Developmental cell 16, 245-255 
65. Pierfelice, T., Alberi, L., and Gaiano, N. (2011) Notch in the vertebrate nervous system: an old 
dog with new tricks. Neuron 69, 840-855 
66. Kamakura, S., Oishi, K., Yoshimatsu, T., Nakafuku, M., Masuyama, N., and Gotoh, Y. (2004) 
Hes binding to STAT3 mediates crosstalk between Notch and JAK-STAT signalling. Nature 
cell biology 6, 547-554 
67. Molofsky, A. V., Krencik, R., Ullian, E. M., Tsai, H. H., Deneen, B., Richardson, W. D., Barres, 
B. A., and Rowitch, D. H. (2012) Astrocytes and disease: a neurodevelopmental perspective. 
Genes & development 26, 891-907 
68. Urayama, S., Semi, K., Sanosaka, T., Hori, Y., Namihira, M., Kohyama, J., Takizawa, T., and 
Nakashima, K. (2013) Chromatin accessibility at a STAT3 target site is altered prior to 
astrocyte differentiation. Cell structure and function 38, 55-66 
69. Weng, A. P., Ferrando, A. A., Lee, W., Morris, J. P. t., Silverman, L. B., Sanchez-Irizarry, C., 
Blacklow, S. C., Look, A. T., and Aster, J. C. (2004) Activating mutations of NOTCH1 in 
human T cell acute lymphoblastic leukemia. Science 306, 269-271 
70. Takebe, N., Miele, L., Harris, P. J., Jeong, W., Bando, H., Kahn, M., Yang, S. X., and Ivy, S. P. 
(2015) Targeting Notch, Hedgehog, and Wnt pathways in cancer stem cells: clinical update. 
Nature reviews. Clinical oncology 12, 445-464 
71. Hitoshi, S., Alexson, T., Tropepe, V., Donoviel, D., Elia, A. J., Nye, J. S., Conlon, R. A., Mak, 
107 
 
T. W., Bernstein, A., and van der Kooy, D. (2002) Notch pathway molecules are essential for 
the maintenance, but not the generation, of mammalian neural stem cells. Genes & 
development 16, 846-858 
72. Lee, J., Kotliarova, S., Kotliarov, Y., Li, A., Su, Q., Donin, N. M., Pastorino, S., Purow, B. W., 
Christopher, N., Zhang, W., Park, J. K., and Fine, H. A. (2006) Tumor stem cells derived from 
glioblastomas cultured in bFGF and EGF more closely mirror the phenotype and genotype of 
primary tumors than do serum-cultured cell lines. Cancer cell 9, 391-403 
73. Morrison, S. J., Perez, S. E., Qiao, Z., Verdi, J. M., Hicks, C., Weinmaster, G., and Anderson, D. 
J. (2000) Transient Notch activation initiates an irreversible switch from neurogenesis to 
gliogenesis by neural crest stem cells. Cell 101, 499-510 
74. Solecki, D. J., Liu, X. L., Tomoda, T., Fang, Y., and Hatten, M. E. (2001) Activated Notch2 
signaling inhibits differentiation of cerebellar granule neuron precursors by maintaining 
proliferation. Neuron 31, 557-568 
75. Teodorczyk, M., and Schmidt, M. H. H. (2014) Notching on Cancer's Door: Notch Signaling in 
Brain Tumors. Frontiers in oncology 4, 341 
76. Caraballo-Miralles, V., Cardona-Rossinyol, A., Garcera, A., Torres-Benito, L., Soler, R. M., 
Tabares, L., Llado, J., and Olmos, G. (2013) Notch signaling pathway is activated in 
motoneurons of spinal muscular atrophy. International journal of molecular sciences 14, 
11424-11437 
77. Koob, A. O. (2017) Astrogenesis versus astrogliosis. Neural regeneration research 12, 203-204 
78. Tarabal, O., Caraballo-Miralles, V., Cardona-Rossinyol, A., Correa, F. J., Olmos, G., Llado, J., 
Esquerda, J. E., and Caldero, J. (2014) Mechanisms involved in spinal cord central synapse 
loss in a mouse model of spinal muscular atrophy. Journal of neuropathology and experimental 
neurology 73, 519-535 
79. Artavanis-Tsakonas, S., Rand, M. D., and Lake, R. J. (1999) Notch signaling: cell fate control 
and signal integration in development. Science 284, 770-776 
80. Simpson, P. (1990) Lateral inhibition and the development of the sensory bristles of the adult 
peripheral nervous system of Drosophila. Development 109, 509-519 
81. Matsuda, M., Koga, M., Woltjen, K., Nishida, E., and Ebisuya, M. (2015) Synthetic lateral 
inhibition governs cell-type bifurcation with robust ratios. Nature communications 6, 6195 
82. Sato, M., Yasugi, T., Minami, Y., Miura, T., and Nagayama, M. (2016) Notch-mediated lateral 
inhibition regulates proneural wave propagation when combined with EGF-mediated reaction 
diffusion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 
113, E5153-5162 
83. Ben-Shushan, E., Feldman, E., and Reubinoff, B. E. (2015) Notch signaling regulates motor 
neuron differentiation of human embryonic stem cells. Stem cells 33, 403-415 
84. Papadimitriou, D., Le Verche, V., Jacquier, A., Ikiz, B., Przedborski, S., and Re, D. B. (2010) 
108 
 
Inflammation in ALS and SMA: sorting out the good from the evil. Neurobiology of disease 37, 
493-502 
85. Miller, R. H., and Raff, M. C. (1984) Fibrous and protoplasmic astrocytes are biochemically 
and developmentally distinct. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society 
for Neuroscience 4, 585-592 
86. Chaboub, L. S., and Deneen, B. (2012) Developmental origins of astrocyte heterogeneity: the 
final frontier of CNS development. Developmental neuroscience 34, 379-388 
87. Bignami, A., Eng, L. F., Dahl, D., and Uyeda, C. T. (1972) Localization of the glial fibrillary 
acidic protein in astrocytes by immunofluorescence. Brain research 43, 429-435 
88. Tien, A. C., Tsai, H. H., Molofsky, A. V., McMahon, M., Foo, L. C., Kaul, A., Dougherty, J. D., 
Heintz, N., Gutmann, D. H., Barres, B. A., and Rowitch, D. H. (2012) Regulated 
temporal-spatial astrocyte precursor cell proliferation involves BRAF signalling in mammalian 
spinal cord. Development 139, 2477-2487 
89. Berezovska, O., Xia, M. Q., and Hyman, B. T. (1998) Notch is expressed in adult brain, is 
coexpressed with presenilin-1, and is altered in Alzheimer disease. Journal of neuropathology 
and experimental neurology 57, 738-745 
90. Lathia, J. D., Mattson, M. P., and Cheng, A. (2008) Notch: from neural development to 
neurological disorders. Journal of neurochemistry 107, 1471-1481 
91. Robbins, K. L., Glascock, J. J., Osman, E. Y., Miller, M. R., and Lorson, C. L. (2014) Defining 
the therapeutic window in a severe animal model of spinal muscular atrophy. Human 
molecular genetics 23, 4559-4568 
92. Wang, S., Sdrulla, A. D., diSibio, G., Bush, G., Nofziger, D., Hicks, C., Weinmaster, G., and 
Barres, B. A. (1998) Notch receptor activation inhibits oligodendrocyte differentiation. Neuron 
21, 63-75 
93. Nave, K. A. (2010) Myelination and support of axonal integrity by glia. Nature 468, 244-252 
94. Nave, K. A. (2010) Myelination and the trophic support of long axons. Nature reviews. 
Neuroscience 11, 275-283 
95. Simons, M., and Lyons, D. A. (2013) Axonal selection and myelin sheath generation in the 
central nervous system. Current opinion in cell biology 25, 512-519 
96. Osterstock, G., Le Bras, B., Arulkandarajah, K. H., Le Corronc, H., Czarnecki, A., Mouffle, C., 
Bullier, E., Legendre, P., and Mangin, J. M. (2018) Axoglial synapses are formed onto pioneer 
oligodendrocyte precursor cells at the onset of spinal cord gliogenesis. Glia  
97. Kang, S. H., Li, Y., Fukaya, M., Lorenzini, I., Cleveland, D. W., Ostrow, L. W., Rothstein, J. D., 
and Bergles, D. E. (2013) Degeneration and impaired regeneration of gray matter 
oligodendrocytes in amyotrophic lateral sclerosis. Nature neuroscience 16, 571-579 
98. Mackenzie, I. R., Ansorge, O., Strong, M., Bilbao, J., Zinman, L., Ang, L. C., Baker, M., 
Stewart, H., Eisen, A., Rademakers, R., and Neumann, M. (2011) Pathological heterogeneity in 
109 
 
amyotrophic lateral sclerosis with FUS mutations: two distinct patterns correlating with disease 
severity and mutation. Acta neuropathologica 122, 87-98 
99. Neumann, M., Kwong, L. K., Truax, A. C., Vanmassenhove, B., Kretzschmar, H. A., Van 
Deerlin, V. M., Clark, C. M., Grossman, M., Miller, B. L., Trojanowski, J. Q., and Lee, V. M. 
(2007) TDP-43-positive white matter pathology in frontotemporal lobar degeneration with 
ubiquitin-positive inclusions. Journal of neuropathology and experimental neurology 66, 
177-183 
100. Niebroj-Dobosz, I., Rafalowska, J., Fidzianska, A., Gadamski, R., and Grieb, P. (2007) Myelin 
composition of spinal cord in a model of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) in SOD1G93A 
transgenic rats. Folia neuropathologica 45, 236-241 
101. Seilhean, D., Cazeneuve, C., Thuries, V., Russaouen, O., Millecamps, S., Salachas, F., 
Meininger, V., Leguern, E., and Duyckaerts, C. (2009) Accumulation of TDP-43 and 
alpha-actin in an amyotrophic lateral sclerosis patient with the K17I ANG mutation. Acta 
neuropathologica 118, 561-573 
102. McGivern, J. V., Patitucci, T. N., Nord, J. A., Barabas, M. A., Stucky, C. L., and Ebert, A. D. 
(2013) Spinal muscular atrophy astrocytes exhibit abnormal calcium regulation and reduced 
growth factor production. Glia 61, 1418-1428 
103. Ohuchi, K., Funato, M., Kato, Z., Seki, J., Kawase, C., Tamai, Y., Ono, Y., Nagahara, Y., Noda, 
Y., Kameyama, T., Ando, S., Tsuruma, K., Shimazawa, M., Hara, H., and Kaneko, H. (2016) 
Established Stem Cell Model of Spinal Muscular Atrophy Is Applicable in the Evaluation of 
the Efficacy of Thyrotropin-Releasing Hormone Analog. Stem cells translational medicine 5, 
152-163 
104. Sison, S. L., Patitucci, T. N., Seminary, E. R., Villalon, E., Lorson, C. L., and Ebert, A. D. 
(2017) Astrocyte-produced miR-146a as a mediator of motor neuron loss in spinal muscular 
atrophy. Human molecular genetics 26, 3409-3420 
105. Zhou, C., Feng, Z., and Ko, C. P. (2016) Defects in Motoneuron-Astrocyte Interactions in 
Spinal Muscular Atrophy. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for 
Neuroscience 36, 2543-2553 
106. McFarland, H. F., and Martin, R. (2007) Multiple sclerosis: a complicated picture of 
autoimmunity. Nature immunology 8, 913-919 
107. Duncan, I. D., Brower, A., Kondo, Y., Curlee, J. F., Jr., and Schultz, R. D. (2009) Extensive 
remyelination of the CNS leads to functional recovery. Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the United States of America 106, 6832-6836 
108. Franklin, R. J., and Ffrench-Constant, C. (2008) Remyelination in the CNS: from biology to 
therapy. Nature reviews. Neuroscience 9, 839-855 
109. Nishiyama, A., Komitova, M., Suzuki, R., and Zhu, X. (2009) Polydendrocytes (NG2 cells): 
multifunctional cells with lineage plasticity. Nature reviews. Neuroscience 10, 9-22 
110 
 
110. Trotter, J., Karram, K., and Nishiyama, A. (2010) NG2 cells: Properties, progeny and origin. 
Brain research reviews 63, 72-82 
111. van Tilborg, E., de Theije, C. G. M., van Hal, M., Wagenaar, N., de Vries, L. S., Benders, M. J., 
Rowitch, D. H., and Nijboer, C. H. (2018) Origin and dynamics of oligodendrocytes in the 
developing brain: Implications for perinatal white matter injury. Glia 66, 221-238 
112. Zhang, S. C. (2001) Defining glial cells during CNS development. Nature reviews. 
Neuroscience 2, 840-843 
113. Dimou, L., and Gotz, M. (2014) Glial cells as progenitors and stem cells: new roles in the 
healthy and diseased brain. Physiological reviews 94, 709-737 
114. Richardson, W. D., Young, K. M., Tripathi, R. B., and McKenzie, I. (2011) NG2-glia as 
multipotent neural stem cells: fact or fantasy? Neuron 70, 661-673 
115. Zhu, X., Bergles, D. E., and Nishiyama, A. (2008) NG2 cells generate both oligodendrocytes 
and gray matter astrocytes. Development 135, 145-157 
116. Zhu, X., Hill, R. A., Dietrich, D., Komitova, M., Suzuki, R., and Nishiyama, A. (2011) 
Age-dependent fate and lineage restriction of single NG2 cells. Development 138, 745-753 
117. Hidalgo, A., and Logan, A. (2017) Go and stop signals for glial regeneration. Current opinion 
in neurobiology 47, 182-187 
118. Kato, K., Losada-Perez, M., and Hidalgo, A. (2018) Gene network underlying the glial 
regenerative response to central nervous system injury. Developmental dynamics : an official 
publication of the American Association of Anatomists 247, 85-93 
119. Kucharova, K., and Stallcup, W. B. (2010) The NG2 proteoglycan promotes oligodendrocyte 
progenitor proliferation and developmental myelination. Neuroscience 166, 185-194 
120. Sleigh, J. N., Gillingwater, T. H., and Talbot, K. (2011) The contribution of mouse models to 
understanding the pathogenesis of spinal muscular atrophy. Disease models & mechanisms 4, 
457-467 
121. Woodhoo, A., Alonso, M. B., Droggiti, A., Turmaine, M., D'Antonio, M., Parkinson, D. B., 
Wilton, D. K., Al-Shawi, R., Simons, P., Shen, J., Guillemot, F., Radtke, F., Meijer, D., Feltri, 
M. L., Wrabetz, L., Mirsky, R., and Jessen, K. R. (2009) Notch controls embryonic Schwann 






AA   ascorbic acid 
ALP   alkaline phosphatase 
ALS   amyotrophic lateral screlosis 
BDNF   brain-derived neurotrophic factor 
bFGF   basic Fibroblast Growth Factor 
cAMP   cyclic adenosine monophosphate 
CHAT   choline acetyl transferase 
DMEM   Dulbeco’s modified Eagles’s medium 
DMSO   dimethyl sulfoxide 
FbC   fibroblast cells 
GAPDH  glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
GDNF   glial cell-derived neurotrophic factor 
GFAP   glial fibrillary acidic protein 
GM   gray matter 
GSK-3β   glycogen synthase kinase 3β 
IL-1β   interleukin-1β 
iPSC   induced pluripotent stem cell 
KSR   knockout serum 
MBP   myelin masic protein 
MEF   murine embryonic fibroblasts 
NAIP   neuronal apoptosis inhibitor protein 
NANOG  homeobox transcription factor nanog 
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NEAA   non-essential amino acid 
NG2   nerve / glial antigen 2 
NICD   notch intraceller domain 
OCT3/4   octamer-binding transcription factor 3/4 
OLIG2   oligodendrocyte lineage transcription factor 2 
PAX6   paired box gene 6 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   polymerase chain reaction 
PDGF   platelet-derived growth factor 
PFA   paraformaldehyde 
PMN   purmorphamine 
PND   postnatal days 
PI   propidium iodide 
Prox1   prospero homeobox 1 
pSTAT3 phosphorylated-signal transducers and activator of 
transcription 3 
RA   retinoic acid 
SDS   sodium dodecyl sulfate 
SFEBq serum-free floating culture of embryoid body-like 
aggregates with quick reaggregation method 
SMA   spinal muscular atrophy 
SMA-iPSC  iPSC derived from patient with SMA 
SMA-iPSC SpC  spinal cord cell derived from SMA-iPSC 
SMN   survival motor neuron 
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SOX2   sry-box 2 
SOX17   sry-box 17 
SSEA4   stage-specific embryonic antigen 4 
SSEA1   stage-specific embryonic antigen 1 
TRA1-60  tumor-related antigen 1-60 
TRA1-81  tumor-related antigen 1-81 
TRH   thyrotropin releasing hormone 
TRHR   thyrotropin releasing hormone receptor 
VPA   varproic acid 
WM   white matter 
WT   wild type 
 
